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От редакции 


Предлагаемая вниманию читателей книга — прекрасное 
руководство по новейшим методам работы с генетическим ма¬ 
териалом (бактерий, фагов, плазмид) применительно к задачам 
генетической инженерии. Авторы книги известные специалисты 
в области молекулярной генетики микроорганизмов, сотрудни¬ 
ки такой авторитетной для биологов лаборатории, как Коулд- 
Спринг-Харбор, руководимой лауреатом Нобелевской премии 
Дж. Уотсоном. 

Книгу отличает четкость и ясность изложения, высокий на¬ 
учный уровень и актуальность представленных материалов. 
По сравнению с изданными ранее в СССР руководствами — 
Клаус Р. и Хейс У. Сборник методик по генетике микроорга¬ 
низмов.— М.: Медицина, 1970 и Миллер Дж. Эксперименты в 
молекулярной генетике. — М.: Мир, 1976 — данное руководство 
отличается тем, что в нем изложены новейшие методы, исполь¬ 
зуемые в опытах по генетической инженерии. Их освоение необ¬ 
ходимо для успешного развития биотехнологии и создания мик¬ 
роорганизмов, имеющих важное промышленное значение, а так¬ 
же для проведения исследований в области молекулярной ге¬ 
нетики. 


Сокращения, принятые в книге 


БОЕ — бляшкообразующие единицы 
БСА — бычий сывороточный альбумин 
ДМСО — диметилсульфоксид 
ДСН — додецилсульфат натрия 
ДТТ — дитиотреитол 

ЭГТА — этиленгликоль (2-аминоэтиловый эфир ЫЫ'-тетрааце- 
тата) 

ЭДТА — этилендиаминотетрауксусная кислота 
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За последние пять лет произошел переворот в методах, при¬ 
меняемых в молекулярной генетике. Переворот этот включает 
два основных момента — во-первых, развитие методов рекомби¬ 
нантных ДНК, т. е. методов выделения генов и различных мани¬ 
пуляций с выделенными генами, а во-вторых, открытие и ис¬ 
пользование способных к перемещениям элементов устойчивости 
к лекарственным препаратам (транспозонов). Предлагаемое ру¬ 
ководство содержит описание экспериментов, которые должны 
продемонстрировать обе эти новые технологии, причем сделать 
это таким образом, чтобы знакомые с основами генетики бак¬ 
терий молекулярные биологи легко могли их освоить. В извест¬ 
ном смысле предлагаемая книга служит продолжением (но не 
заменяет) изданного восемь лет назад руководства Ф Н. Міііег, 
«Ехрегітепіз іп Моіесиіаг Оепеіісз» (Дж. Миллер, «Экспери¬ 
менты в молекулярной генетике», М.: «Мир», 1976). Предполага¬ 
ется, что изложенные там основные приемы работы читателю 
уже известны; здесь мы не повторяем ни одного эксперимента, 
описанного в том руководстве. 

Одна из основных сложностей, с которыми сталкиваются 
ученые, желающие использовать в своих исследованиях совре¬ 
менные генетические методы (особенно методы молекулярного 
клонирования), состоит в огромном количестве основной инфор¬ 
мации и методов, необходимых для работы в области генетики 
бактерий и фагов. Мы надеемся, что данное руководство (и 
университетские курсы, использующие его) сделает эту техно¬ 
логию более доступной. 

В основе своей предлагаемое руководство было разработано 
для трехнедельного курса современной генетики бактерий, ко¬ 
торый мы преподавали в течение последних четырех лет в ла¬ 
боратории в Кѳулд-Спринг-Харборе. Очевидно, что данное 
пособие может быть использовано и несколько иначе. Во-пер¬ 
вых, еще до того как эта книга была опубликована, мы полу¬ 
чили на нее множество запросов, из чего следует, что этим 
пособием будут пользоваться в исследовательских лабораториях 
просто как сборником методик. Во-вторых, мы надеемся, что 
оно окажется полезным при проведении практикумов повышен¬ 
ного типа (на уровне аспирантуры). По нашему мнению, такие 
практикумы для окончивших институт можно составить, взяв 
некоторые эксперименты из упоминавшегося выше руководства 
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«Эксперименты в молекулярной генетике», а некоторые — из 
данного руководства. Мы рекомендуем сделать именно такі 

Одна из необычных особенностей предлагаемого руководст¬ 
ва состоит в том, что в приводимых методиках используется 
Заітопеііа іурНітигіит. Частично это отражает интересы авто¬ 
ров и их квалификацию. Однако оказалось, что использование 
этой бактерии имеет большие преимущества. Особенности гене¬ 
тики Заітопеііа и ЕзсНегісНіа соіі одинаковы, но работать с 
транспозонами с Заітопеііа легче и быстрее (особенно в случае 
экспериментов с использованием трансдукции). Но, что более 
существенно, клонирование генов Заітопеііа в клетках Е. соіі 
служит надежной моделью для всех видов молекулярного кло¬ 
нирования. Вполне возможно, что клонированные гены будут 
фукционировать (подобно некоторым генам дрожжей), однако 
гомология настолько ограничена, что рекомбинация между кло¬ 
нированными генами и генами клетки-хозяина не осложняет ра¬ 
боты. Кроме того, эти эксперименты наглядно иллюстрируют 
связь между генетическими манипуляциями іп ѵііго с геном, 
клонированным в клетках Е. соіі, и генетическим анализом 
структуры и функции того же самого гена іп ѵіѵо в том орга¬ 
низме, из которого он происходит. Как нам кажется, преимуще¬ 
ства изучения тех организмов, с которыми возможны генетиче¬ 
ские манипуляции, могут стать еще большими с развитием ме¬ 
тодов рекомбинантных ДНК- 

Мы признательны Питеру Уенсенку и 'Джеффри Миллеру, 
которые вместе с нами вели первые варианты этого курса в 
лаборатории в Коулд-Спринг-Харборе. Курс этот (как и его 
содержание) никогда бы не увидел свет, не будь поддержи 
многочисленных наших помощников, каждое лето трудившихся 
над курсом и его переработкой. Это Джон Карлсон, Форрест 
Чамли, Питер Джерген, Марк Джонстон, Дуглас Кошланд, 
Стивен Лэм, Барбара Мейер, Пол Риггс, Марк Роуз, Том Сент- 
Джон, Стюарт Шерер, Молли Шмидт, Дэн Стинчкомб и Фред 
Уинстон. 

Сотрудники лаборатории в Коулд-Спринг-Харборе были 
полны энтузиазма и оптимизма, особенно во многих кризисных 
ситуациях. Рей Джестеланд, а затем и Джик Хикс заслужива¬ 
ют наибольшей благодарности. Энн Бушнелл оказала бесцен¬ 
ную помощь при нашем обучении электронной микроскопии. 
Энн Стреферн мы приносим особую благодарность за подбор 
штаммов. Ненси Форд и ее сотрудники были замечательно 
терпимы и внимательны при подготовке рукописи. Надин Дам- 
сер и Мэри Мосчитта заслуживают быть отмеченными особо в 
связи с их усилиями при издании и подготовке окончательного 
варианта рукописи, который здесь и воспроизведен. 

Мы признательны Александру Кону за разрешение воспро¬ 
извести некоторые его карикатуры, которые мы разбросали по 



8 


Предисловие 


всей книге. Эти изобретательные эскизы, украшающие стены 
ДавенпортовЬкой лаборатории, уже ряд лет забавляют как 
студентов, так и преподавателей. Вацлав Шибальский любез¬ 
но снабдил их подписями. 

Нам приятно также выразить признательность компаниям, 
предоставляющим бесплатно материалы' для использования 
при обучении на этих курсах: ВеШезба КезеагсЬ ЬаЬогаіогіез, 
Іпс., Коскѵіііе; Магуіапб; ВоеЬгіп^ег-МаппЬеіт ВіосЬешісаІз, 
Іпбіапароііз, Іпбіапа; Ые\ѵ Еп&іапб ВіоІаЬз, Веѵегіу, МаззасЬи- 
зеііз; Ые\ѵ Еп^іапб Ыисіеаг, Возіоп, МаззасЬизеііз и ЗсЫеісЬег 
апб ЗсЬиеІІ, Кеепе Ые\ѵ НатрзЬіге. 

Наконец, мы признательны Джиму Уотсону за его поддерж¬ 
ку генетики бактерий как науки, значение которой' в современ¬ 
ной молекулярной биологии не теряет своей силы. 


Р. Девис, Д. Ботстайн, Дж. Рот 



Введение 


Структура книги и содержание 


Данное руководство состоит из трех разделов: «эксперимен¬ 
ты», «методики» и «приложения». В тринадцати взаимосвязан¬ 
ных экспериментах описаны в общих чертах их назначение, 
основной подход и методики, использованные для решения 
конкретных задач. Методики подробно расписаны по эта¬ 
пам, причем в одном эксперименте может быть использовано 
несколько методик. В приложения вынесена общая информация, 
извлеченная из двух первых разделов книги. Разделы, в кото¬ 
рых описываются эксперименты и методики, включают также 
специально выделенные обсуждения, в которых объясняются 
отдельные стадии, а также содержатся предложения по поводу 
дальнейших экспериментов и контролей. 



Курсы по генетике в лаборатории Коулд-Спринг-Харбор на протяжении бо¬ 
лее 35 лет проводились в здании Давенпортовской лаборатории, построенном 
в 1927 г. Первые такие курсы, посвященные вирусам бактерий, вел в этом 
здании в 1945 г. Макс Дельбрюк. Эти курсы проводили такие замечательные 
ученые, как Сеймур Бензер, Герман Калькар, Аарон Новик, Лео Сцилард и 
Гюнтер Стент. На фотографии (начала 50-х годов) показано старое здание, 
возведенное по проекту Генри Сейлора, архитектора из Хантингтона, Лонг- 
Айленд. 
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Раздел «Эксперименты» составлен таким образом, чтобы 
разные эксперименты дополняли друг друга и оказались взаи¬ 
мозависимыми. Например, в эксперименте 7 строится генети¬ 
ческая карта делеций. В эксперименте 10 эта карта сопостав¬ 
ляется с физической картой; при этом используются материалы 
экспериментов 8, 9 и 12. Эти эксперименты не обязательно про¬ 
водить последовательно. В трехнедельном курсе, преподавае¬ 
мом в Коулд-Спринг-Харборе, они выполнялись в значительной 
мере одновременно. 

Подразумевается, что методики служат для выполнения 
этих экспериментов, но они представляют определенную ценность 
и сами по себе. Отдельные методики можно использовать при 
решении разнообразных задач, при этом они описаны таким 
образом, чтобы быть по возможности независимыми друг от 
друга. Книга построена так, чтобы легче было пользоваться ею 
в лаборатории: поэтапное описание операций приводится от¬ 
дельно от обсуждения таких вопросов, как обоснование и .план 
эксперимента. Мы надеемся, что методики окажутся полезны¬ 
ми в исследовательских лабораториях и сами по себе. 

В руководстве приведен также список штаммов, необходи¬ 
мых для предлагаемых экспериментов и методик. В некоторых 
случаях (например, при клонировании в векторах X) указано 
несколько приемлемых штаммов, из которых нужно использо¬ 
вать, естественно, лишь один. Полный набор штаммов фагов 
и бактерий можно приобрести в лаборатории Коулд-Спринг- 
Харбор. 


Правила работы и безопасность 

В большинстве экспериментов, излагаемых в этом руковод¬ 
стве, используется Заітопеііа іурНітигіит. После многих лет 
культивирования в лабораторных условиях штамм ЬТ2 
5. іурНітигіит (из которого получены все используемые здесь 
штаммы), по-видимому, уже более не патогенен для человека, 
хотя и происходит от штаммов, которые несомненно были спо¬ 
собны вызывать диаррею. За много лет использования в лабо¬ 
раториях 5. іурНітигіит ЬТ2 ни разу не сообщалось о случаях 
инфекции, хотя известно о нескольких случаях заражения лю¬ 
дей сходными штаммами (например, 1Л7 или 1559). Штамм 
ЬТ2 оказывается ослабленным также и для мышей, хотя в вы¬ 
соких дозах может еще их убивать. 

Поэтому все эксперименты следует проводить, пользуясь 
обычными благоразумными приемами работы с бактериями. 
Стеклянную посуду, находившуюся в контакте с культурами, 
прежде чем мыть, необходимо стерилизовать. Стерилизовать 
нужно и сами культуры. Отходы (чашки Петри) нужно перед 
их удалением стерилизовать или сжигать дотла. Следует запре- 
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тить засасывать материал в пипетки ртом, хотя мы спокойно 
относимся к пипетированию разведенных суспензий бактерий 
(и фагов) ртом. 

Некоторые эксперименты, приведенные в данном руковод¬ 
стве, включают опыты с рекомбинантными ДНК. Такие опыты, 
однако, не подпадают под действие Правил по работе с рекомби¬ 
нантными ДНК Национальных институтов здравоохранения 
(НИЗ), так как известно, что и в обычных условиях могут об¬ 
разоваться рекомбинанты между 5. іурНітигіит и Е. соіі за 
счет рекомбинации между их хромосомами. Тем не менее при 
работе с рекомбинантами .мы принимаем те же меры предосто¬ 
рожности, что и при работе с самой 5 аітопеііа. 

При использовании ДНК, выделенной из организмов, отлич¬ 
ных от 5 аітопеііа, описанные здесь эксперименты могут подпа¬ 
дать под правила НИЗ, и перед тем, как их проводить, нужно 
познакомиться с этими правилами. Все штаммы, используемые 
нами в качестве клеток-хозяев для рекомбинантных ДНК, явля¬ 
ются производными Е. соіі К12. Поэтому фактически все неза¬ 
прещенные эксперименты требуют самое большее Р1-уровня 
физической защиты. 

Номенклатура штаммов и мутаций 

Как для Е. соіі, так и для Заітопеііа используется одна и та 
же унифицированная система обозначений. Система эта была 
впервые предложена Демерецем и др. (Оешегес еі аі., 1966). 
Чтобы приспособить ее и к 15-элементам (инсерционным эле¬ 
ментам), были добавлены новые правила. Эти изменения опи¬ 
сали Кэмпбелл и др. (СагпрЬеІІ еі аі., 1977) и Чамли и др. 
(СЬитІеу еі аі., 1979). Сводные данные о типах мутаций, а так¬ 
же их обозначения и положения на карте в случае Е. соіі _ мож¬ 
но найти в обзоре Бахман и Лоу (ВасЬтап, Ьоѵ, 1980), а в 
случае 5. іуркітигіит — в работе Сандерсона и Хартмана ($ап- 
бегзоп, Нагішап, 1978). 

Основная система. Каждому бактериальному штамму неза¬ 
висимо от количества имеющихся у него мутаций приписывает¬ 
ся определенный номер. Номер этот относится к определенному 
изоляту. На практике обозначение штамма состоит из двух за¬ 
главных букв (обозначающих соответствующую лабораторию)' 
и номера, который является номером штамма в коллекции этой 
лаборатории. Например, штамм ТК248 несет мутации МзС527 
и 0/5.41349 и относится к коллекции Джона Рота. Для новых 
коллекций штаммов следует использовать такие сочетания двух 
букв, которые до этого не применялись. 

Каждый мутантный локус обозначается символом, образо¬ 
ванным тремя буквами (строчными, набранными курсивом). 
Обычно Их выбирают, исходя из явного фенотипа мутанта или 
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Введение 



В 1980 г. начались работы по расширению старой лаборатории Колд-Спринг- 
Харбор по проекту фирмы «Мур Гровер Харпер» из Эссекса, шт. Коннекти¬ 
кут. Весь этот комплекс назван Дельбрюковской лабораторией, что отражает 
как его историю, так и надежды на будущее генетических исследований. (На 
фотографии показан макет новых построек.) 


метода отбора. (Например, мутации, влияющие на биосинтез 
гистидина, обозначаются кіз). Для обозначения индивидуально¬ 
го гена, находящегося в этом локусе или влияющего на этот про¬ 
цесс, после трехбуквенного символа локуса ставят заглавную 
букву. (Например, ген кізС кодирует трансаминазу, которая 
участвует в биосинтезе гистидина.) 

Индивидуальные , мутации обозначаются серией номеров. 
Для каждого обозначенного тремя буквами локуса используют 
свою серию номеров. (Например, кізС 527 относится к одной 
частной мутации в локусе кіз. Эта мутация затрагивает ген 
кізС. Никакая другая мутация в локусе кіз независимо от того, 
какой ген в этом локусе она затрагивает, не может носить номер 
527 .) 

Часто бывает необходимо обозначить фенотип штамма, при¬ 
чем сделать это надо так, чтобы обозначение фенотипа можно 
было отличить от обозначения генотипа. Фенотип сокращенно 
обозначают тем же символом из трех букв, но набранным пря¬ 
мым шрифтом и начинающимся с прописной буквы. Например, 
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штамм ТК251 (НізС 527 сузА 1349 зирВ) является штаммом 
Суз + Нуз+ (фенотип), так как супрессор зирО исправляет аук- 
сотрофность обеих мутаций сузА и НізС. 

Существование транспонируемых элементов (транспозонов) 
приводит к необходимости введения дополнительных правил. 
Вставки (инсерционные мутации) обозначают теми же тремя 
буквами, символами генов и номерами аллелей, как это было 
описано выше. К этому добавляют символ, обозначающий встро¬ 
енный материал. Символ этот ставится после двух двоеточий. 
(Например, НізС8691 : : Тп 10 обозначает определенную вставку 
сообщающего лекарственную устойчивость транспозона Тп 10 в 
ген НізС ; этой мутации дан номер 8691 аллеля Мз.) В символе 
транспонируемого элемента две прописные буквы обозначают 
тип элемента. Простые последовательности-вставки, которые со¬ 
держат лишь гены, участвующие в транспозиции, обозначают 
15. Более сложные транспозоны, включающие дополнительные 
гены, например гены устойчивости к лекарственному препарату, 
обозначаются Тп. 

Выделено много вставок (включений, инсерций) Тп 10, о ко¬ 
торых известны лишь их положения на карте, но неизвестны те 
гены, которые мутировали в результате вставки транспозона. 
Большинство их выделено как вставки вблизи какого-нибудь 
исследуемого гена (см. эксперимент 2). Чтобы можно было обо¬ 
значать вставки Тп 10 в соответствии с их положением на кар¬ 
те и тогда, когда остается неизвестным, в каком именно гене 
произошла вставка, сделанное ранее Хонгом и Эймсом (Ноп^, 
Ашез, 1971) предложение было видоизменено. Все такие встав¬ 
ки обозначают символом из трех букв, который начинается с 
буквы г. Вторая и третья буквы символа обозначают приблизи¬ 
тельное положение вставки на карте в минутах. Вторая буква 
обозначает тот сегмент длиной 10 мин, в который попадает 
вставка. Сегменты эти нумеруются по часовой стрелке от мину¬ 
ты 0 (а = 0—10, Ь = 10—20, с = 20--30 и т. д.). Третья буква точ¬ 
но таким же образом обозначает уже минуты карты внутри этих 
сегментов длиной в 10 мин. Например, вставка Т п10 у локализо¬ 
ванная вблизи гена ИізѴР 7 между минутами 47 и 48 генетической 
карты, обозначается как геН-754 : : Тп 10\ вставка Тп 10 вблизи 
локуса Ніз на 44-й минуте обозначается как гее-2 : : Тп 10. Но¬ 
мера аллелей приписываются таким вставкам последовательно 
независимо от второй и третьей букв символа. Таким образом, 
если более точное картирование приведет к необходимости из¬ 
менить трехбуквенный символ вставки, то номер вставки все 
равно не изменится. В соответствии с этим правилом использу¬ 
ются обозначения от гаа до г//. Для обозначения вставок во 
внехромосомных элементах мы используем буквы гг , за которы¬ 
ми следует буква, обозначающая внехромосомный элемент. 
Символом гг\ обозначаются вставки в плазмиде Р'. 



Литература 

ВасНтап В. I., Боьи К. В., 1980. Ыпка^е тар оі Езскегіскіа сой К12, Місго- 
Ьіоі. Кеѵ., 44, 1. 

СатрЬеІІ А., Вег§ Б., Воізіеіп Б., ЕесІегЬег§ Е., Ыоѵіск Р„ Віагііпцег Р., 
ЗгуЪаІзкі И 7 ., 1977. ІЧотепсІаІііге оі ігапзрозаЫе еіетепіз іп ргокагу- 
оіез. Іп: іпзегііоп еіетепіз, ріазтісіз, апО ерізотез (ВикЬагі А. I. 

еі аІ., есіз.), р. 15, СоМ Зргіпд НагЪог ЬаЪогаіогу, СоИ Зргіпд НагЬог, 
ІЧеш Уогк. 

Скитіеу Р. О., Межеі Р„ Роік ]. Р„ 1979. Ніг іогтаііоп сіігесіесі Ьу Тп70, 
Оепеіісз, 91 , 639. 

Бетегес М„ АсіеІЬег§ Е. А., Сіагк А. ]., Нагітап Р., 1966. А ргорозаі іог а 
ипііогш пошепсіаіиге іп Ьасіегіаі цепеіісз, Оепеіісз, 54, 61. 

Ноп@ Атез В. N.. 1971. Восаіігесі тиіаеепезіз оі апу зресіііс зтаіі 
гедіоп оі іке Ьасіегіаі сЬготозоте, Ргос. Ыаіі. Асаб. 5сі., 68, 3158. 

Запсіегзоп К. Е., Нагітап Р. Е., 1978. Ілпкаде тар оі Заітопеііа іуркітигіит, 
МісгоЬіоІ. Кеѵ., 42, 471. 


Список штаммов 


Все штаммы, кроме обозначенных особо, являются штаммами 

Заітопеііа іуркітигіит. 

Эксперимент 1 МК337 НізС527 Іей- 414 зирЕ (Р22 с2із29 
І2атЫ11 ІЗатНІОІ іпі- 3 Тп 10) 

Ы2 

Эксперимент 2 ТК 5989 (ригВ 12) 

Пул клонов с транспозициями Тп 10 (10 000) 

Р22 (НТ, іпі~) 

Эксперимент 3 ТТ1127 (НізС8667 : : Тп 10, ориентация В) 

ТТ1151 (/И5С8691 : : Тп 10, ориентация А) 

ТТ513 ( гее-2 : : Тп 10, ориентация А) 

Эксперимент 4 ТТ5371 (гей-754 : : Тп 10): частота контрансдукции 
Тп 10 с НізѴУ составляет 90%. 

Фаг Р22 (НТ, іпі~) , выращенный на ТТ5371 и 

мутагенизированный 

Клетки ЬТ2 

Эксперименты 3 и 6 ОВ4383 (Е. соіі) зир° §аІ-1 §аІ-2 Зш к 

Іаст Ашр к 

ОВ6430 (Е. соіі) агдЕ аш КіГ к /Ыа1 к Д(Тас рго) 
ОВ6431 = ОВ6430 теіВ- зирО (5ЫІ+, 
вставляет серин) 

ОВ6432 = ОВ6430 теіВ- зирЕ (зи2+, 
вставляет глутамин) 

ОВ6433 = ОВ6430 теіВг зирР (5иЗ+, 

вставляет тирозин, называется также іугТ ) 
ОВ6434 = ОВ6430 теіВ+зирР (зи6+, 
вставляет лейцин) 

ОВ6435 = ОВ6430 теіВ - зирО (зи5 + , вставля¬ 
ет лизин) 

ОВ6436 = ОВ6430 теіВ - зирВ (вставляет глу¬ 
тамин) 

ОВ6437 = ОВ6430 теіВ~ зирС (вставляет ти¬ 
розин) 

Хатр=Хс 1857 Й515 Й519 іпі аш29 Тп2 
Я.СІ1857 6515 6519 піпЬ іпіат29 
ВЫЫ45 (см. эксперимент 8) 

ЙСІІ857 іпс1+ 
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Эксперимент 7 

Точковые мутанты Ы$ 

ТВ5583 ЛЙ09657 (Л/5 01102, 
АізП504) 

ТК5601 Л/509675 (Л/501102, 
А&Г1504) 

ТК5589 /их09663 (Л/5С1102, 
Л/5Г1504) 

ГК5611 Л/509685 (Л/501 102, 

НізТІШ) 

ТК2895 А/5 06570 (Л/501242) 

ТК2765 А(506434 (А/501242) 

Т К 5063 Аі508642 

ТК6004 Л/50708 

ТК5105 А/508663 (А/501242) 

ТК6005 Л/50575 

ТК6006 Л/5 03037 

ТК6007 А/50572 

ТК6008 Л/5 0460 

ТК6009 Л/5 02779 

ТК6010 Л/50497 

ТК6088 Л/502578 

ТК6012 Л/5Ш018 

ТК6013 А/503794 

ТК6014 Л/503009 (ага-9) 

ТК1626 А/503052 (иѵгЪ) 

ТК6015 Л/50492 

ТК6016 Л/50113 

ТН6017 Л/50Ю 

ТК6089 А/50476 

ЬТ2 дикий тип 

Р22 (НТ, іпі~) 


Делеционные мутанты Ні& 

ТР5557 Л/5-9615 (А/501102, 
А/5Т1504) 

ТР5991 А/5-2321 
ТК5558 Л/5-9616 (А/501102, 
А/5П504) 

ТК5561 А/5-9619 (Л/501102, 
Л/5П504) 

ТК5992 А/5-203 

ТК5993 Л/5-1380 

ТК3067 Л/5-8443 

ТК3321 Л/5-8475 

ТР3456 Л/5-8495 

ТК3335 Л/5-8473 (гіЛиЛІ) 

ТК3325 Л/5-8477 

ТК3320 Л/5-8479 (еМ) 

ТК5994 Л/5-4902 

ТК6003 Л/5-2236 (Л/501242) 

ТК5995 Л/5-646 

ТК5996 Л/5-2228 

ТР2880 Л/5-6555 

ТК5999 Л/5-712 

ТК6000 Л/5-152 

ТР6001 Л/5-2630 

ТІ/6002 Л/5-129 

ТК2864 Л/5-6539 (Л/501242) 

ТК5997 Л/5-2225 

ТК5998 Л/5-3050 


Все приведенные выше /г/5-мутанты для роста на минималь¬ 
ной среде нуждаются лишь в гистидине. В скобках указаны до¬ 
полнительные мутации (ни одна из них не приводит к ауксо- 
трофности). Перед использованием каждый штамм нужно рас¬ 
сеять до отдельных колоний и проверить на потребность в ги¬ 
стидине. В качестве контролей используется донорный фаг, вы¬ 
ращенный на ЬТ2 (/ц'5+, дикий тип) и ТК5998 (Ніз-ЗОЬО, деле¬ 
ния всего оперона /их). В качестве контрольного реципиента 
используйте также ТК5998. В качестве дополнительного конт¬ 
рольного реципиента можно использовать какой-нибудь нерод¬ 
ственный ауксотроф (например, ригВЫ или ригРІАЬ из экспе¬ 
римента 13); лизаты фагов, выращенных на всех донорных 
штаммах, должны образовывать рекомбинанты с этими ауксо- 
трофами. 

Эксперимент 8 7,§і7-ага6 

Пул гибридов КсоШ-фрагментами ДНК 5. іуркітигіит 

Х^Ы-ІасЪ 

КО 100 (Е. соіі) МзВ463 




Список штаммов 


17 


ВNN45 (Е. соіі) ІізйРг Нзс1М+ зирЕ44 ( зи2 + ) 
зирр (зиЗ + ) В1 _ теі~ 

Эксперимент 9 Х^іЪ-ІасЪ, рВК322 
ВЫН45 (см. эксперимент 8) 

Эксперимент 10 См. эксперимент 7 

К0Ю1-Я. соіі НВ101 (рВК322-НізООВ) 

Эксперимент 11 ОВ5681 (Е. соіі) іНі-Х (В1 _ ) Іор-8 
(суперпродуцент лигазы) (Аітт434 сІ4з 5ат7) 

Эксперимент 12 НВ101 (Е. соіі) НзйР~ НзйМ- гесАІЗ зирЕ44 

(зи2+) ІасТ.4 ІеиВб ргоА2 ІЫЛ (В1~) Зт Е 
КО102 = НВЮ1Д (устойчив к адсорбции фага X) 

ШЭ103 = НВ101 (рВК322) 

Эксперимент 13 


Штамм 


Положение 
на карте, мин 


ТК5654 зігА 1 іНгА9 О 

ТК5655 зігАі Іей- 485 3 

ТК5656 зігАХ ргоАЗб 7 

ТК5657 зігАі ригЕ 8 12 

ТК5658 зігАХ ругС7 22 

ТК5659 зігАХ риг В 13 25 

ТК5660 зігА 1 ругРШ 33 

ТК5662 зігА 1 Ніз-2236 44 

ТК5663 зігА 1 ригРХАЪ 49 

ТК5661 зігАХ агоСЪ 49,5 

ТК5664 зігАѴсузАЪЗЗ 52 

ТК5665 зігА 1 сузСЫ9 60 

ТК5666 зігА 1 зегАХЗ 63 

ТК5667 зігА 1 5//50439 72 

ТК5668 зігА 1 сузЕ396 79 

ТК5669 зігА X <7у-508 83 

ТК5670 зігА 1 піеіАЬЗ 90 

ТК5688 зігА 1 ригАХЪЪ 93 

ТК5671 зігА 1 ругВ64 98 


ТТ627 ругС 7 зігАХ/Р'^ 114 Іас+ хг/-20 : : Тп 10 (ориентация А) 
ТТ628 ругС7 зігАХ/Р' н 114 Іас+ ггі- 21 : : Тп 10 (ориентация В) 
ТТ629 ругС7 зігАІ/Р’ і5 114 Іас+ гг{-22 : : ТпЮ (ориентация А) 


Методика 3 Р22 (НТ, іпі ~) 
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Методика 

Методика 

Методика 

Методика 

Методика 


Методика 

Методика 

Методика 

Методика 

Методика 

Методика 


5 ЫК337 (см. эксперимент 1) 

ТК4368 /п'5-644 (Р22 зіеА27) 

Р22-503 (с 1-7 /2атХ114 13 апіНЮІ) 

ТК248 с(/5Л13494т НізС527апл 

ТК251 су5Л1349ат НізСо27ат зирО (зи1+) 

7 См. эксперименты 5 и 6 
9 1857 6515 6519 піп5 Шат29 

Аатр = АсІ857 6515 6519 т/агп29 Тп2 
11 ОВ5681 (см. эксперимент 11) 

РВ5683 (Е. соіі) іНі - 1 (В1“) (Ас 1857 5аш7) 

14 Подробное описание структур см. в приложении 92 
АдП-АВ 

А§14-0 

Ад15-/ас5 

Ъ%і7-ага6 

А§17-/ас5 

А607 

Азер6-/ас5, ІасЪ 
Харон 4 
А590 
А760 

АдШ-Есб 

А|і40-АВ 

15 КОЮ4 — Е. соіі С600 НзйК~ НзйМ- 

А: Е. соіі N205 гесА~ ( %ітт434 сі-із 62 гей 3 
Еаш45ат7) 

В: Е. соіі N205 гесА~ (Аітт434 сі-із 62 гей 3 
Оат155'ат7) 

16 5Р8 (Е. соіі) НзйЕ~ НзйМ- гесВ гесС Іор - 11 
(суперпродуцент лигазы) зирЕ44 (зи2+) §аІ - 96 
5т к /енВб Ші-1 (В1 - ) іНг~ 

НВ101 (см. эксперимент 12) 

ВИШб (см. эксперимент 8) 

17 КОЮ2 = НВЮ1/А (см. эксперимент 12) 

18 НВ101 (см. эксперимент 12) 

КО102 = НВЮ1/А (см. эксперимент 12) 

ВNN45 (см. эксперимент 8) 

5Р8 (см. методику 16) 

19 ВМИ45 (см. эксперимент 8) 

КО 105 (Е. соіі) ігрС9830 

29 Е. соіі 594' (Аро/А СІ857 піпЬ 0.ат73 5аш7) 

Е. соіі Е1150 (АИ7ат Еат Т41і§ СІ857 ш’(г5 5ат100) 




Раздел I 

ЭКСПЕРИМЕНТЫ 

Эксперимент 1 

Выделение вставок Тп 10 , приводящих 
к ауксотрофности 

Введение 

Транспонируемые элементы могут встраиваться во многие 
точки бактериальной хромосомы. Если сайт включения оказыва¬ 
ется в пределах какого-либо гена бактерии, то линейная непре¬ 
рывность этого гена нарушается и он инактивируется. При 
встраивании элемента лекарственной устойчивости в ген, коди¬ 
рующий какой-нибудь фермент биосинтеза, получается мутант 
с двойственным фенотипом. Потеря способности к биосинтезу 
того или иного соединения приводит к потребности в соответ¬ 
ствующем питательном веществе (ауксотрофности), а экспрес¬ 
сия встроенной генетической информации — к лекарственной ус¬ 
тойчивости. Оба этих фенотипа обусловлены одной и той же 
вставкой и при последующих генетических манипуляциях ока¬ 
зываются полностью сцепленными (Юескпег еі аі., 1975). 

Такие вставки и ауксотрофности представляют большую цен¬ 
ность для самых разнообразных генетических манипуляций с 
бактериями (Юескпег еі ак, 1977). Например, с их помощью 
можно избирательно ввести в интересующий нас штамм любой 
определенный маркер ауксотрофности. Для этого мутацию от 
донора со вставкой, вызвавшей аукеотрофность (например, от 
штамма НізС 9436 : : ТпІД инсерционного мутанта Теі к Ніз~), 
вводят в реципиент. Проводят отбор на наследование лекарст¬ 
венной устойчивости (положительный отбор). Каждый рекомби¬ 
нант, получивший устойчивость (в результате обычной рекомби¬ 
нации), обязательно должен приобрести и аукеотрофность до¬ 
нора. (Транспозиция происходит настолько редко по сравнению 
с рекомбинацией, что не'вызывает осложнений.) Описано много 
примеров использования таких ауксотрофов со вставками (Юе¬ 
скпег еі ак, 1977; СЬшпІеу еі ак, 1979; СЬшпІеу апб КоіЬ, 1980; 
ЗсЬгпіб апб Доііі, 1980). 

Заслуживает внимания то, каким образом возникают такие 
мутанты со вставками (инсерционные мутанты), так как они 
появляются с высокой частотой, хотя уровень мутагенеза, кото¬ 
рому подвергаются клетки, оказывается чрезвычайно низким. 
Каждый из выделенных мутантов возникает в результате одного 
и только одного мутационного акта. По этой причине не проис¬ 
ходит выделения мутантов с множественными повреждениями и 
таким образом обходится затруднение, возникающее при интен¬ 
сивном химическом мутагенезе. 
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Раздел I. Эксперименты 


Обоснование и план эксперимента 

В этом эксперименте транспозон Тп 10 (сообщающий устой¬ 
чивость к тетрациклину) вводится в клетки Заітопеііа с по¬ 
мощью специально сконструированного фага Р22 (СЬап еі аі., 
1972; Кіескпег еі аі., 1975). Такой фаг содержит Тп/0, а также 
несет мутации, блокирующие репликацию фага (12~), лизис 
(13~), репрессию (с2із) и интеграцию (іпі~) . Эти мутации фага 
препятствуют передаче донором реципиенту устойчивости к тет¬ 
рациклину (Теі н ) любым обычным способом (т. е. посредством 
лизогенизирования или образования плазмиды). Поскольку в 
фаговой ДНК нет участков, гомологичных хромосоме реципиен¬ 
та, то наследование элемента ТпЮ в результате обычной гомо¬ 
логичной рекомбинации также происходить не может. При та¬ 
ких условиях проводится отбор клеток, устойчивых к тетрацик¬ 
лину. Реципиент должен приобрести элемент Тп 10 в результате 
необычной, незаконной рекомбинации, т. е. в результате, транс¬ 
позиции его из хромосомы фага Р22 в хромосому реципиента. 
Каждая колония трансдуктанта'Теі к представляет собой резуль¬ 
тат одного независимого акта транспозиции, и каждый транс- 
дуктант содержит одну копию ДНК транспозона Тп 10 в каком- 
то своем сайте хромосомы. При используемых условиях такие 
трансдуктанты Теі н возникают с частотой 1 на ІО 5 зараженных 
клеток. 

В, реальном эксперименте мутант Р22 Тс 10, т. е. множествен¬ 
ный мутант фага Р22, несущий в своем геноме Тп 10 (СЬапеіаІ., 
1972), смешивают с клетками и высевают на чашки с богатой 
средой, содержащей тетрациклин. Образовывать колонии спо¬ 
собны лишь те клетки реципиента, которые получили Тп 10 (пу¬ 
тем транспозиции). После того как эти колонии вырастут, их 
перепечатывают на чашки с богатой средой [ЬВ (бульон Лу- 
риа — Бертани) + тетрациклин] и на чашки с минимальной сре¬ 
дой (Е + тетрациклин). Ауксотрофы выявляют, сравнивая эти 
чашки-реплики. Используемый в таком скрещивании фаг полу¬ 
чают индукцией лизогенного штамма ]\[К337, как это описано в 
методике 5. Там же описано, как определять титр этого дефект¬ 
ного фага. 


Методика 


Транспозиция ТпЮ 

1. Смешайте фаг Р22 (лизат клетки ЫК337) и клетки Заітопеі¬ 
іа дикого типа (штамм ЕТ2) в таком соотношении, чтобы 
множественность заражения была меньше единицы. Инкуби¬ 
руйте, чтобы провести адсорбцию фага. Вылейте смесь на 
чашки со средой ЬВ+тетрациклин (20 мкг/мл) +ЭГТА 
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(10 ійМ). Высевайте столько клеток, чтобы получить около 
100—200 колоний в расчете на одну чашку (см. методику 5). 
Приготовьте 15 таких чашек на одну группу. Инкубируйте 
чашки при 40°С до тех пор, пока не появятся колонии (около 
24—36 ч). 

Выявление ауксотрофов 

2. Каждую трансдукционную чашку перепечатайте на чашку 
ЬВ +тетрациклин (20 мкг/мл) +ЭГТА и на чашку Е + тетра- 
циклин (10 мкг/мл). Инкубируйте при 37°С. 

3. Сравните чашки-реплики с богатой средой и с минимальной 
средой. Выявив колонию, выросшую на богатой среде, но от¬ 
сутствующую на чашке с минимальной средой, отберите ее 
уколом с чашки с богатой средой и рассейте штрихом до от¬ 
дельных колоний на чашке Огееп + тетрациклин (без ЭГТА). 
Такие чашки с рассевом инкубируйте при 37°С. 

Классификация ауксотрофов 

4. Со штриха каждого потенциального ауксотрофа отберите 
уколом слабоокрашенную (чувствительную к фагу) колонию. 
По шаблону перенесите все такие колонии на отдельные 
ячейки на чашке Огееп+тетрациклин + ЭГТА. Инкубируйте 
чашки при 37°С. 

5. Перепечатайте засеянную по шаблону чашку (чашки) с по¬ 
тенциальными ауксотрофами на 11 чашек с диагностическими 
средами (см. приложение 2), на чашку с минимальной сре¬ 
дой и на чашку со средой Огееп-Ттетрациклин + ЭГТА. Все 
чашки инкубируйте при 37°С в течение 24—36 ч. Исходные 
чашки сохраните. 

6. Просмотрите чашки-реплики. Определите вероятные потреб¬ 
ности каждого ауксотрофа. Проведите повторную очистку 
ауксотрофов, рассеяв клетки с чашки-реплики-с богатой сре¬ 
дой (Огееп + тетрациклин+ЭГТА) до отдельных колоний. За¬ 
тем из полученных отдельных колоний каждого ауксотрофа 
засейте пробирки по 2'мл жидкой культуры. Инкубируйте со 
встряхиванием при 37°С. 

Проверка чувствительности к фагу и пищевых потребностей 
мутантов 

7. Чтобы проверить чувствительность к фагу, нанесите штрихи 
культур каждого из потенциальных ауксотрофов на чашку 
(Згееп4-тетрациклин (без ЭГТА) и поперек этих штрихов на¬ 
несите штрих фага Р22. На отдельных чашках с минимальной 
средой разотрите 0,1 мл каждой культуры. На эти чашки до¬ 
бавьте по несколько кристалликов того необходимого пита¬ 
тельного вещества, которое было выявлено с помощью диаг¬ 
ностических сред. 
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8. Просмотрите результаты тестов на чувствительность к фагу и 
тестов с кристалликами питательных веществ. Все те ауксо- 
трофы, которые чувствительны к фагу и которые отвечают на 
идентифицированное питательное вещество, можно заклады¬ 
вать на хранение. Приготовьте столбик с культурой для дли¬ 
тельного хранения и занесите штамм в журнал. 

Обсуждение 

1. Для инъецирования своей ДНК в бактериальную клетку фа¬ 
гу Р22 необходим кальций. ЭГТА образует комплексы с каль¬ 
цием и тем самым препятствует размножению фага. В дан¬ 
ном эксперименте выход чувствительных к фагу трансдуктан- 
тов повышается в результате того, что предотвращены 
повторные циклы развития фага на чашке. Предадсорбция не¬ 
обходима, чтобы фаговая ДНК могла быть инъецирована до 
того, как клетки окажутся на чашке с ЭГТА. Используемый 
фаг несет мутацию с2із, так что высокая температура пре¬ 
пятствует установлению репрессии. Поэтому чашки, на ко¬ 
торые высевается трансдукционная смесь, инкубируют при 
40°С. 

2. ЭГТА добавляют в среду для того, чтобы предотвратить за¬ 
ражение чувствительных к фагу клеток каким-либо жизнеспо¬ 
собным фагом, оказавшимся на трансдукционной чашке. 

3. Можно проводить сравнение чашек с богатой и минимальной 
средой, держа их против света друг над другом. Обычно аук- 
сотрофы хорошо растут на богатой среде, но на чашке с ми¬ 
нимальной средой дают лишь очень слабый отпечаток. В опы¬ 
тах с фагом Р22, размножающимся в клетках Заітопеііа , 
часто используют индикаторные чашки Огееп (описание см. 
в приложении 1) (Ьеѵіпе, Сигіізз, 1961). Колонии тех бакте¬ 
рий, в которых активно размножается фаг Р22, приобретают 
на таких чашках темно-зеленую окраску. Колонии незара- 
женных клеток (и устойчиво лизогенных клеток) оказывают¬ 
ся бледноокрашенными. Эта среда представляет собой по су¬ 
ществу богатую среду с индикатором рН и высокой кон¬ 
центрацией глюкозы. При штриховании используют чашки бе» 
ЭГТА, чтобы можно было выявить зараженные фагом ко¬ 
лонии. 

4. На чашке со штрихами не трогайте темно-зеленые заражен¬ 
ные колонии. Отбирайте уколом лишь хорошо изолирован¬ 
ные слабоокрашенные колонии. В приложении 11 показано, 
как расположить колонии на чашке по шаблону. Чтобы не 
было перекрестного загрязнения ячеек, матрицы при перепе¬ 
чатывании иглы штампа должны быть довольно небольшими. 

5. Состав 11 диагностических сред приведен в приложении 2. 
Каждое питательное вещество входит в состав двух таких 
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сред. Например, серин присутствует в среде 2 (ее состав пе¬ 
речислен по вертикали) и в среде 10 (состав перечислен по 
горизонтали). Таким образом, мутант, который растет только 
на средах 2 и 10, нуждается, вероятно, в серине. 

6. Каждый ауксотроф должен расти на двух диагностических 
средах (см. выше). Исключение составляют ауксотрофы с 
множественными потребностями — это, например, мутанты, 
нуждающиеся одновременно в изолейцине и валине (растут 
только на среде 7), и мутанты, нуждающиеся одновременно 
во всех ароматических аминокислотах (растут только на сре¬ 
де 8). Среда 11 содержит набор таких питательных веществ, 
которых нет в других средах. В основном это витамины. Те 
мутанты, которые растут лишь на среде 11, нужно проверять 
на способность расти в присутствии каждого из этих компо¬ 
нентов по отдельности. (См. приложение 2.) 

7. Пипетку на 0,1 мл погружают в суспензию фага Р22 (с2) 
(образующего прозрачные пятна) с титром 10 8 /мл. Затем 
этой пипеткой проводят штрих по поверхности индикаторной 
чашки Отееп и ждут, чтобы влага впиталась. После того как 
штрих фага высохнет, поперек него параллельными штриха¬ 
ми, пользуясь стерильными деревянными палочками или пет¬ 
лей, наносят культуры бактерий. Чашки инкубируют при37°С. 

8. Методы хранения бактериальных штаммов описаны в прило¬ 
жении 3. Правила обозначения мутаций и штаммов приведе¬ 
ны во введении. 
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Эксперимент 2 

Выделение вставок Тп 10 вблизи определенных генов 

Введение 

Часто бывает очень удобно, если вблизи интересующего нас 
гена находится какой-нибудь генетический маркер. Наличие та¬ 
кого маркера позволяет избирательно перемещать этот ген в 
другое генетическое окружение. Такой маркер можно использо¬ 
вать и при локализованном мутагенезе (см. эксперимент 4). 
Элементы, сообщающие устойчивость к лекарственным препара¬ 
там, можно использовать для получения такого селектируемого 
маркера почти в любой точке хромосомы. Предлагаемый экспе¬ 
римент состоит в выделении вставок Тп 10 вблизи, но не внутри 
определенной интересующей нас области (гена ригВ). 

Обоснование и план эксперимента 

Набор клонов со случайными транспозициями Тп 10 получа¬ 
ют в точности так, как это описано в эксперименте 1. Смеши¬ 
вают примерно 2000—5000 таких клонов и на такой смеси 
инсерционных мутантов бактерий выращивают фаг, осуществля¬ 
ющий неспецифическую трансдукцию. Затем полученным препа¬ 
ратом фага трансдуцируют какой-нибудь мутант по интересую¬ 
щей области. Проводят отбор клеток, у которых восстановлена 
мутантная функция (в данном случае отбирают клетки с заме¬ 
щенной областью ригВ). Каждый трансдуцированный фрагмент 
получен от донорной клетки, которая в какой-то точке хромо¬ 
сомы содержала Тп 10. Вероятность того, что переданный при 
трансдукции фрагмент хромосомы донора с геном ригВ+ полу¬ 
чен от клетки со вставкой Тп 10, находящейся вблизи этой ин¬ 
тересующей нас области, оказывается вполне удовлетворитель¬ 
ной (около 0,01). В этом случае элемент Тп 10 может наследо¬ 
ваться вместе с селектируемой областью. В действительности от 
0,01 до 0,001 трансдуктантов на самом деле оказываются устой¬ 
чивыми к тетрациклину (Теі н ). Большинство из них должно не¬ 
сти вставку Тп 10 вблизи изучаемой области. (Некоторые могут 
быть двойными трансдуктантами, у которых элемент Тп ІО 
встроен в каком-то сайте, несцепленном с этой областью.)' 

Методика 

Создание пула мутантов со вставками Тп 10 

1. Проведите транспозиционное скрещивание (как это описано 
в эксперименте 1). Используйте такие количества фага и 




2. Выделение вставок Тп 10 вблизи определенных генов 


25 


клеток, чтобы получить примерно 500 колоний трансдуктан- 
тов на чашку. Сделайте десять таких чашек. Инкубируйте 
их двое суток при 40°С. 

2. В каждую чашку налейте по несколько миллилитров бульо¬ 
на ЬВ с ЭГТА (10 мМ). Пользуясь стеклянным шпателем, 
суспендируйте колонии в этой жидкости и все суспензии 
слейте в один сосуд. Хорошо перемешайте. Разведите сус¬ 
пензию до примерно ІО 8 клетка/мл в среде ЬВ + ЭГТА+тет- 
рациклин (10 мкг/мл). Инкубируйте в течение ночи при37°С 
со встряхиванием. 

Выращивание трансдуцирующего фага на пуле инсерцион- 
ных мутантов 

3. Дважды промойте культуру собранных вместе инсерцион- 
ных мутантов со вставками. Для этого два раза отцентри- 
фугируйте клетки, ресуспендируя их в среде Е. Промытой 
суспензией засейте 1,0 мл бульона ЬВ, чтобы получить пре¬ 
парат лизата трансдуцирующего фага Р22 (см. методику 3). 
Остаток промытого пула инсерционных мутантов сохраните. 

4. Смешайте полученную свежую ночную культуру с 4,0 мл 
бульона с фагом Р22 (среда ЬВ, содержащая 5-10® БОЕ/мл 
фага Р22; см. методику 3). Инкубируйте, встряхивая при 
37°С в течение 5—18 ч до тех пор, пока не наступит лизис. 
Если лизиса не произойдет даже и через 18 ч, переходите к 
следующим этапам. Такой способ выращивания фага опи¬ 
сан в методике 3. 

5. Проведите центрифугирование, чтобы осадить клетки и их 
обломки. Надосадочную жидкость слейте в пробирку с 
0,25 мл хлороформа. Энергично перемешайте в смесителе 
Ѵогіех, чтобы простерилизовать лизат. Полученный лизат 
должен содержать 10 10 —10 й БОЕ/мл. 

Выделение мутантов со вставками Тп 10 

6. Вырастите культуру ТК5989 (ригВ 12). 

7. Проведите трансдукционное скрещивание на среде Е, высе¬ 
вая 0,1 мл свежей ночной культуры ТК5989 {ригВ 12) и ряд 
объемов (0,01—0,1 мл) фага Р22, выращенного на пуле 
мутантов со случайными вставками Тп 10. Приготовьте око¬ 
ло 10 таких чашек. Инкубируйте при 37°С до тех пор, пока 
колонии трансдуктантов не вырастут настолько, что их мож¬ 
но будет перепечатывать (36—48 ч). 

8. Перепечатайте колонии с трансдукционных чашек на чаш¬ 
ки Е+ЭГТА и на чашкиЕ + ЭГТА+тетрациклин (10 мкг/мл). 
Инкубируйте при 37°С столько времени, чтобы можно было 
сравнить рост на этих чашках (24—48 ч). 

9. Выявите тех трансдуктантов, которые выросли и на чашке Е, 
и на чашке Е4-тетрациклин. Отберите уколом трансдуктан- 
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тов с чашек, содержащих тетрациклин, и рассейте штрихом 
до отдельных колоний на индикаторные чашки Огееп + тетра- 
циклин. Отберите и рассейте по возможности 10—20 таких 
трансдуктантов. Инкубируйте чашки со штрихами при 37°С 
до тех пор, пока колонии не вырастут настолько, что про¬ 
явится их окраска (18—24 ч). 

10. Из каждого штриха отберите уколом хорошо изолированную 
бледноокрашенную колонию и засейте ею небольшой объем 
среды ЬВ (1,0 мл). 

11. На чашку Огееп поперек штриха фага Р22 ( с2 ) нанесите 
штрихами каждую из полученных культур, чтобы проверить 
их чувствительность к фагу. 

Проверка сцепления ТпЮ с мутацией риг В12 

12. Вырастите культуру ТК5989. 

13. Используя фаги, выращенные на каждом из штаммов с 
предполагаемой вставкой Тп 10 вблизи ригВ, проведите 
трансдукцию клеток ТК5989 {ригВ 12) к устойчивости к 
тетрациклину. Смешивайте по 0,01—0,1 мл фага и 0,1 мл 
свежей ночной культуры ТК5989 на поверхности чашек 
ЬВ + тетрациклин (20 мкг/мл). Инкубируйте 24 ч при 37°С. 

14. Каждую трансдукционную чашку перепечатайте на среду 
Е + тетрациклин + ЭГТА и на среду Е + аденин + тетрацик- 
линЧ-ЭГТА. Инкубируйте чашки-реплики при 37°С/(24— 
36 ч). 

15. Подсчитайте долю трансдуктантов Теі к , являющихся одно¬ 
временно Абе + . Заложите на хранение культуры тех штам¬ 
мов, которые показали достаточно тесное сцепление (более 
чем 10% совместного наследования Ас1е+ и Теі к ). Для этого 
вернитесь к той чашке, на которой сохранились исходные 
чувствительные к фагу штаммы с Тп 10. Отберите клетки 
тех штаммов, у которых вставки Тп 10 оказались сцеплен¬ 
ными с геном ригВ 12, посейте их в столбики для хранения. 
Занесите эти штаммы в журнал с указанием процентов ко- 
трансдукции вставок Тп 10 с мутацией ригВ. 

Обсуждение 

1. Это можно сделать одновременно с проведением транспози¬ 
ции в эксперименте 1. 

2. Важно, чтобы во все среды, используемые для суспендиро¬ 
вания и выращивания этих пулов, был добавлен ЭТТА. 
В этих средах содержится некоторое количество фага, и ес¬ 
ли не окажется ЭТТА, то он сможет_размножаться. Смысл 
этого в том, чтобы во время подращивания пула возникали 
и персистировали чувствительные к фагу клоны. Получен¬ 
ный таким способом пул из примерно 10 000 клонов с транс- 
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позициями включен в набор штаммов. Его следует выращи¬ 
вать в присутствии ЭГТА и хранить при —70°С. При исполь¬ 
зовании его для размножения фага с ним следует обра¬ 
щаться так, как это описано ниже. 

3. Проводят промывки, чтобы удалить ЭГТА из препарата, ис¬ 
пользуемого для размножения трансдуцирующего фага Р22 
на пуле клеток. Среду Е применяют потому, что она содер¬ 
жит кальций. Вероятно, можно применять и любой другой 
буфер с кальцием. Суспензию промытых клеток-можно хра¬ 
нить при низкой температуре и позднее использовать ее как 
источник мутантов (методы хранения см. в приложении 3). 
Используемый в этом и в других экспериментах по общей 
трансдукции штамм фага Р22 несет две мутации: мутацию 
іпі~ (предотвращает интеграцию и образование стабильных 
лизогенных бактерий) (ЗтііН, Ееѵіпе, 1967) и мутацию НТ 
(обусловливает повышенную частоту упаковки в фаг хро¬ 
мосомы клетки-хозяина) (ЗеЬгше^ег, 1972). Эти мутации 
обеспечивают высокие частоты трансдукции и позволяют 
получать трансдуктантов, не являющихся лизогенными по 
фагу Р22. На этой стадии пул мутантов, несущих вставки, 
можно заморозить, чтобы использовать его в будущем (см. 
приложение 3). 

4. Фаг Р22 в бульоне (см. методику 3) вполне стабилен даже 
при комнатной температуре, но обычно его хранят при 4°С. 
Лизис при размножении фага можно обнаружить по про¬ 
светлению культуры или по появлению нитей обломков кле¬ 
ток. Даже если и не заметно видимых признаков лизцса, все 
равно таким способом получаются препараты фага, ііригод- 
ные для использования. 

5. После перемешивания с хлороформом в смесителе Ѵогіех 
суспензию лучше оставить при комнатной температуре на 
несколько часов или на ночь, чтобы повысить гибель клеток 
от хлороформа. После этого суспензию (с хлороформом) 
следует хранить при 4°С. 

6. (Этап 7); используют'несколько концентраций фага, чтобы 
компенсировать непостоянство титра фага в донорном лиза¬ 
те и вариации в эффективности трансдукции штамма-реци¬ 
пиента. 

7. (Этап 8); важно, чтобы на этих чашках-репликах сохрани¬ 
лись селективные условия (среда Е), так как в противном 
случае сможет расти исходный реципиентный штамм ТК5989 
( ригВ\2 ). 

8. (Этап 9); чтобы снизить вероятность получения нелизоген¬ 
ных чувствительных к фагу трансдуктантов, очистку транс¬ 
дуктантов следует проводить по возможности сразу после 
того, как они четко выявятся. Необходимо проводить очист¬ 
ку нескольких колоний Теі к , так как некоторые из них мо- 
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гут оказаться двойными трансдуктантами, у которых встав¬ 
ка Тп 10 не сцеплена с геном ригВ. Другие могут проявить 
лишь слабое сцепление с геном ригВ. 

9. (Этап 10); колонии, в которых активно размножается фаг 
Р22, должны быть темно-зелеными, нелизогенные штам¬ 
мы— светлыми (бледно-зелеными). Стабильные лизогенные 
штаммы должны быть слегка темнее нелизогенных, но до¬ 
стоверно разглядеть это различие трудно. 

10. (Этап 15); на этой стадии полезно сохранить два трансдук- 
танта: одного, несущего ригВ+ и Тп 10, и другого — мута¬ 
цию ригВ 12 и Тп 10. Оба могут пригодиться при конструи¬ 
ровании штаммов. Можно выделить лизогенную пару 
штаммов {ригВ 12 и ригВ+), сохранив при последнем тесте 
на сцепленность по одному трансдуктанту каждого типа; оба 
штамма будут содержать ТпЮ вблизи гена ригВ. 
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Эксперимент 3 

Делеции, вызванные элементом Тп 10 


Введение 

Одним из свойств последовательностей-вставок (15-элемен¬ 
тов) и транспонируемых элементов, обусловливающих устойчи¬ 
вость к лекарственным препаратам, является их способность 
вызывать образование делеций (и других перестроек) (Юескпег 
еі аі., 1979; Козз еі аі., 1979). Исходя из этого свойства, можно 
получать набор делеций в интересующей области. Наличие та¬ 
ких делеций можно использовать для генетического картирова¬ 
ния, а также просто применять в качестве стабильных (неревер- 
тирующих) генетических маркеров при отборе. 
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Обоснование и план эксперимента 

При многих перестройках, индуцированных Тп 10, происходит 
утрата детерминант устойчивости к лекарственным препаратам. 
Поэтому если взять штамм, содержащий вставку Тп 10 в инте¬ 
ресующей нас области, и проводить отбор клеток, утративших 
лекарственную устойчивость, то можно получить популяцию, 
сильно обогащенную делениями (или инверсиями) вблизи ис¬ 
ходного сайта локализации Тп 10. 

Такой эксперимент проще провести, если использовать ме¬ 
тод отбора, разработанный недавно Бохнером и др. (ВосЬпег 
еі аі., 1980). Метод этот позволяет проводить прямой отбор кле¬ 
ток, чувствительных к тетрациклину. С помощью этого метода 
легко можно получить популяцию спонтанных мутантов, а уже 
затем проверять их на наличие делений желаемого типа. В ос¬ 
нове этого метода отбора лежит предположение (не доказан¬ 
ное), что тетрациклин проникает в клетки с помощью механиз¬ 
ма, предназначенного для транспорта железа; эта система 
транспорта может блокироваться индуцибельным детерминан¬ 
том устойчивости Тп 10. Когда система поглощения железа бло¬ 
кирована, клетки оказываются неспособными расти на среде с 
низкими концентрациями железа. Добавляя в среду соединения, 
захватывающие железо, можно сделать рост полностью инду¬ 
цированных клеток Теі н зависимым от железа, добавляемого 
извне. 

Описанный ниже эксперимент включает поиск делеций, вы¬ 
зываемых Тп 10, встроенным вблизи /н'5-оперона. Кроме делеций 
могут встречаться и инверсии, которые препятствуют экспрессии 
гена ЫзИ, либо нарушая целостность кодирующей последова¬ 
тельности этого гена, либо отделяя ген НізО от его промотора. 

Трансдукционные скрещивания с донорным фагом, выращен¬ 
ным на ряде точковых мутантов, позволяют выявить, действи¬ 
тельно ли произошла делеция, и определить размер удаленного 
при этом участка гена ЫзБ. 


Методика 


Отбор мутантов, чувствительных к тетрациклину (Теі 5 ) 

1. Вырастите культуры: 

ТТ1151 (/Н5С8691 : : Тп 10, ориентация А), 

ТТ1127 (НізС8667 : : Тп 10 ориентация В) или 
ТТ513 (гее = 2 : : Тп ІО, ориентация А). 

2. Разведите культуру 1 ; 100 примерно до 2- ІО 7 клетка/мл. Вы¬ 
сейте около 1 • 10° клеток (0,05 мл) на чашку со средой Бох- 
нера. Для каждого штамма приготовьте около пяти таких ча- 
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шек, варьируя количество высеянных на чашку клеток от 
5- ІО 5 до 5- ІО 6 . Инкубируйте в течение 24—36 ч при 37°С. 

3. Отберите уколом колонии с этих селективных чашек и рас¬ 
сейте штрихом до отдельных колоний на чашках со средой 
Бохнера. 

Выявление мутантов НізВ 

4. Отдельные колонии перепечатайте по шаблону на чашки 
(около 200 колоний). Инкубируйте засеянные по шаблону 
чашки в течение ночи при 37°С. 

5. Перепечатайте чашки, засеянные по шаблону, на пять сред: 
Е; Е +гистидин; Е + гистидин+тетрациклин; Е +гистидинол и 
БВ. Инкубируйте в течение ночи при 37°С.^ 

6. Выявите мутантов, чувствительных к тетрациклину и неспо¬ 
собных расти на среде с гистидинолом (НізВ~) , Отберите уко¬ 
лом таких /іізЛ-мутантов Те! 3 и рассейте их для получения 
отдельных колоний на чашках с питательной средой (без те¬ 
трациклина). В случае штамма ТТ513 сохраните также та¬ 
кие колонии, которые растут на среде Е +гистидинол, но не 
растут на минимальной среде 

Характеристика новых мутантов НізВ 

7. Посейте жидкие культуры из отдельных колоний новых му¬ 
тантов Ніз. 

8. Разотрите по 0,1 мл культур мутантов на чашках Е + низкая 
концентрация гистидина. После того как жидкость впитает¬ 
ся, нанесите капли лизатов картирующих фагов, выращен¬ 
ных на серии точковых /из-мутантов (см. эксперимент 7). 
Чашки не переворачивайте. Инкубируйте при 37°С. 

9. Просмотрите результаты картирующих скрещиваний. 

10. Сохраните все охарактеризованные делеционные или инвер¬ 
сионные мутанты, заложив их в столбики. Занесите их в 
журнал. 


Обсуждение 

1. В штамме ТТ513 вставка Тп 10 находится вне оперона со сто¬ 
роны его промотора. Штаммы ТТ1151 и ТТ1127 содержат 
вставки Тп 10 внутри гена МзС, который находится непосред¬ 
ственно рядом с геном НізВ ближе к промотору. 

2. Отбор будет происходить лишь в том случае, если на чашку 
высевать небольшое количество клеток (10 е или менее). От¬ 
бор не будет происходить в присутствии избытка ионов же¬ 
леза или марганца. Поэтому следует обратить особое внима¬ 
ние на приготовление среды. 

3. Выделение отдельных колоний проводят для того, чтобы ос¬ 
вободиться от фона родительских клеток. Такие родитель- 
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ские клетки способны расти на тех средах, которые будут 
использованы при проверке на ауксотрофность. 

4. (Этап 5); содержащие искомые перестройки штаммы будут 
расти на среде Е+гистидин, но не на среде Е + гистидин + те- 
традиклин или на среде Е4-гистидинол. Большинство таких 
перестроек будет делениями, но некоторые могут оказаться 
и инверсиями. В штамме ТТ513 инверсия с точкой разрыва 
внутри оперона, но дистальнее гена НізО должна привести к 
ауксотрофности по гистидину, но при этом должна сохранить¬ 
ся способность использовать гистидинол в качестве источни¬ 
ка гистидина (НізО+) . 

5. (Этапы 7 ’и 8); эти скрещивания по картированию делеций 
следует проводить так, как описано в эксперименте 7. 

6. (Этапы 6 и 9); интерпретация результатов. В случае штам¬ 
ма ТТ513 (Тп 10 вне промотора и оперона) любая деления, 
повреждающая промотор /п'з-оперона, приведет к фенотипу 
Ніз~ и к неспособности использовать гистидинол, даже если 
ген НізО и остается интактным. Полученные из клеток ТТ513 
штаммы с инверсиями будут й/з-ауксотрофами, если точки 
разрыва попадают внутрь этого оперона. Если точка разрыва 
находится между промотором /п'з-оперона и дистальным кон¬ 
цом гена НізО, то они будут неспособны использовать гисти¬ 
динол. Они могут использовать гистидинол лишь в том слу¬ 
чае, если точка разрыва при образовании инверсии находит¬ 
ся от промотора дистальнее гена ЫзО. 

Если исходить из штамма со вставкой в гене Ніз С, то му¬ 
танты с делениями, распространяющимися на промотор (или 
удаляющими его), будут неспособны использовать гистиди¬ 
нол. Мутанты же с инверсиями, точки разрыва которых на¬ 
ходятся между промотором /и'з-оперона и дистальным в отно¬ 
шении промотора концом гена НізО, также будут неспособ¬ 
ны использовать гистидинол. 

При картирующих скрещиваниях делеции не могут давать 
рекомбинантов с целым рядом последовательно располо¬ 
женных точковых мутаций. Инверсии могут рекомбинировать 
со всеми точковыми мутациями, за исключением тех, которые 
расположены непосредственно рядом с точкой разрыва. Ин¬ 
версии неспособны давать рекомбинантов Ніз+ при скрещи¬ 
вании с делениями, удаляющими хотя бы одну из точек раз¬ 
рыва. Можете сами проверить эти утверждения, нарисовав 
соответствующие схемы. 
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Эксперимент 4 

Локализованный мутагенез 


Введение 

Когда известно положение изучаемого гена в хромосоме, 
часто бывает полезно уметь получать вблизи этого гена новые 
мутации. Как это сделать, предложили Хонг и Эймс (Нопд, 
Ашез, 1971). Они мутагенизировали суспензию фага Р22, кото¬ 
рый осуществлял общую трансдукцию, и такой суспензией про¬ 
водили трансдукцию, отбирая при этом те клетки, в которых ген 
донора встроился вблизи исследуемой области. Каждый встро¬ 
ившийся фрагмент хромосомы донора включает также и сосед¬ 
ний сильно мутагенизированный сегмент хромосомы. Поэтому 
вероятность приобретения трансдуктантами мутаций в генах, 
тесно сцепленных с селектируемым маркером, оказывается вы¬ 
сокой. Поскольку мутагеном обрабатывался лишь незначитель¬ 
ный участок хромосомы в частице фага, то вероятность множе¬ 
ственных мутаций оказывается гораздо ниже, чем при обычных 
методах мутагенеза. (Однако можно столкнуться с множествен¬ 
ными мутациями в трансдуцируемой области.) Использование 
элементов лекарственной устойчивости расширяет границы при¬ 
менения этого метода. Избрав в качестве селектируемого марке¬ 
ра устойчивость к тетрациклину, можно сильно мутагенизиро- 
вать область хромосомы вблизи любой вставки Тп 10. Поскольку 
этот селектируемый маркер (т. е. устойчивость к тетрациклину) 
можно поместить рядом с любым интересующим нас геном (см. 
эксперимент 2), то такую методику можно применять в отно¬ 
шении любой области хромосомы. 

Обоснование и план эксперимента 

В этом эксперименте фаг Р22 (НТ, Іп1~) выращивают на 
штамме, несущем вставку Тп 10 вблизи жизненно важного гена 
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НізѴР на 47-й минуте карты 5 аітопеііа (Апіоп, 1968; ВгепсЫеу, 
Іл^гаЬаш, 1973). По этому гену получены чувствительные к 
холоду условно-летальные мутации. Такие мутанты при пермис¬ 
сивной температуре оказываются конститутивными по Ніз-опе- 
рону. Задача заключается в том, чтобы посредством локально¬ 
го мутагенеза этой области получить условно-летальную мута¬ 
цию, чувствительную к повышению температуры. Препарат фа¬ 
га следует обработать гидроксиламином, как это описано в ме¬ 
тодике 8. Этот мутагенизированный препарат фага использует¬ 
ся затем для трансдукции элемента Тп 10 (т. е. устойчивости к 
тетрациклину) в реципиент дикого типа (ЬТ2). После этого сле¬ 
дует проверка трансдуктантов на наличие температурочувстви¬ 
тельной условно-летальной мутации или нелетальной конститу¬ 
тивной мутации ЫзЧѴ. Таких трансдуктантов можно идентифи¬ 
цировать по тому, что они образуют морщинистые колонии на 
чашках с 2%-ным раствором глюкозы (Миггау, Нагішап, 
1972). 


Методика 

Мутагенез области Ніз№ 

1. Отдельной колонией штамма ІУГ2 засейте небольшой объем 
среды (3 мл). Культуру инкубируйте при 37°С со встряхива¬ 
нием. 

2. По чашке Е+тетрациклин + 2% глюкозы разотрите 0,1 мл 
клеток Ы2 и 0,1 мл препарата фага, выращенного на штам¬ 
ме ТТ5371 (Ыз№+ ге/і-754 :: Тп/0) и сильно мутагенизиро- 
ванного гидроксиламином (см. методику 8). Приготовьте 10 
таких чашек и инкубируйте их при 30°С до тех пор, пока не 
станут видны крохотные (как острие булавки) колонии (т. е. 
в течение 12—18 ч). После этого перенесите чашки на 40°С 
и продолжайте инкубацию, пока большинство колоний не 
станут большими. 

Идентификация мутантов 

3. Поищите на чашках крохотные колонии (потенциальные тем¬ 
пературочувствительные мутанты) и морщинистые колонии 
(потенциальные конститутивные мутанты НізѴР). Отберите 
уколом крохотные колонии и рассейте штрихом до отдель¬ 
ных колоний на чашках Огееп+тетрациклин + ЭГТА. Инку¬ 
бируйте чашки при 30°С. Отберите уколом морщинистые ко¬ 
лонии и рассейте их штрихом на чашки Е + тетра циклин + 
+ 2% глюкозы (по 6—8 рассевов на каждую чашку). Инку¬ 
бируйте при 30°С. 

4. Перепечатайте штрихи потенциальных температурочувстви¬ 
тельных мутантов на три чашки Е+тетрациклин 

2—301 
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(10 мкг/мл) +ЭГТА. Одну из этих чашек инкубируйте при 
30°С, другую — при 37°С, а тіретью —при 41°С. 

Со штрихов каждого потенциального конститутивного 
/и'5-мутанта отберите укоЛом но слабоокрашенной морщини¬ 
стой колонии и определите их чувствительность к фагу, а так¬ 
же сцепление фенотипа «морщинистее колонии» с устойчи¬ 
востью к тетрациклину. 

5. Посмотрите, как влияет температура на рост клеток на чаш¬ 
ках-репликах. По возможности отберите уколом по две ко¬ 
лонии со штриха каждого мутанта, рост которого четко по¬ 
давляется при повышении температуры инкубации. Пересей¬ 
те эти колонии штрихом на чашку со средой Огееп + тетра¬ 
циклин. Инкубируйте чашки при 30°С. 

Проверка фенотипа мутантов и их чувствительности к фагу 

6. Из каждого штриха отберите уколом по бледноокрашенной 
(предположительно чувствительной к фагу) колонии. С по¬ 
мощью штампа отпечатайте их на главную чашку со средой 
Сгееп + тетрациклин + ЭГТА. Эту главную чашку инкубируй¬ 
те при 30°С. 

7. Перепечатайте потенциальные температурочувствительные 
мутанты с главной чашки на чашки со средой Е. Одну чаш¬ 
ку-реплику инкубируйте при 25°С (комнатная температура), 
а другие — при 30, 37 и 40°С. 

8. Через 24 ч посмотрите, как выросли колонии на этих чаш¬ 
ках. Вырастите в питательном бульоне при 30°С культуры 
всех независимых проверенных температурочувствительных 
мутантов и всех мутантов, образующих морщинистые ко¬ 
лонии. 

9. С помощью перекрестного штрихования проверьте чувстви¬ 
тельность мутантов к фагу. Если есть время, то проверьте 
сцепление полученной мутации с Тп 10. 

10. Заложите культуры на хранение и занесите в журнал все 
проверенные температурочувствительные мутанты и все му¬ 
танты, образующие морщинистые колонии. 

Обсуждение 

1. (Этап 2); суспензию фага следует обрабатывать мутагеном 
так, чтобы сохранялось всего лишь около 0,1% бляшкооб¬ 
разующих единиц. Так как при этом практически все мута¬ 
ции, имеющиеся в популяции, были индуцированы мутаге¬ 
ном в свободных фаговых частицах, то все выявленные в 
скрещиваниях трансдуктанты с мутациями могут считаться 
результатом независимых актов мутагенеза. В этом экспери¬ 
менте мы исходим из того, что температурочувствительные 
мутанты будут образовывать колонии при 30°С, но не будут 
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продолжать расти после переноса чашки на высокую темпе¬ 
ратуру. Поэтому после инкубации чашек при 40°С такие му¬ 
танты выявляются в виде крошечных колоний. 

2. (Этап 3); все конститутивные /н'5-мутанты образуют морщи¬ 
нистые колонии, если их выращивать на среде с высоким со¬ 
держанием глюкозы (Мштау, Нагітап, 1972). 

3. (Этап 4); чашки со стерильными пятнами перепечатывают на 
чашки-реплики, содержащие ЭГТА, чтобы предотвратить 
размножение фага и повысить вероятность выявления чувст¬ 
вительных к фагу нелизогенных рекомбинантов. Среда Сге- 
еп-(-тетрациклин + ЭГТА содержит 1% глюкозы и потому 
пригодна для выявления морщинистых колоний, образуемых 
конститутивными мутантами. Перепечатывая чашки со штри¬ 
хами и просмотрев все изолированные колонии, можно обна¬ 
ружить температурочувствительных мутантов даже в том слу¬ 
чае, если в исходной колонии содержалось значительное ко¬ 
личество ревертантов. 

4. (Этап 5); повторный рассев до отдельных колоний проводит¬ 
ся для того, чтобы очистить штамм от фага. Этот рассев 
проводят на чашках (5гееп + тетрациклин без ЭГТА, что да¬ 
ет возможность разглядеть на них чувствительные к фагу 
колонии. 

5. (Этап 7); чувствительность к температуре проверяют на ми¬ 
нимальной среде, так как при этом получаются более чет¬ 
кие результаты. Это относится не ко всем мутантам, и чув¬ 
ствительность к температуре можно проверить и на богатой, 
и на бедной средах. Следует отметить, что в этом случае 
можно выявить также и температурочувствительные мутанты 
детерминанта устойчивости Тп/0. 
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Эксперимент 5 

Выделение и характеристика точковых мутантов 
фага Я, полученных с помощью гидроксил амина 

Введение 

Часто бывает необходимо получить мутацию в фаговом ге¬ 
номе какого-нибудь вектора или клона, не прибегая к скрещи¬ 
ваниям, которые могли бы внести нежелательную чужую инфор¬ 
мацию (например, сайты рестрикции). С другой стороны, часто 
бывает нужно получить мутации в клонированной чужеродной 
ДНК. Для этого используется та же самая методика; нужно 
лишь, чтобы функционирование встроенной ДНК приводило к 
такому фенотипу, который можно выявить. Мутации фага X ис¬ 
пользуются как внешние маркеры при скрещиваниях, проводи¬ 
мых при картировании мутаций в клонированном фрагменте, 
или как такие маркеры, которые дают уверенность, что реком¬ 
бинация произошла внутри клонированного фрагмента. 

В качестве модели клонированного фрагмента мы использу¬ 
ем ген ТЕМ-р-лактамазы, который оказался в фаге X в резуль¬ 
тате встраивания перемещающегося элемента Тп 2. 

Обоснование и план эксперимента 

Как индуцировать мутации в фаге X гидроксиламином іп 
ѵііго указано в методике 8. Это весьма обычный метод мутаге- 
низирования как фага, так и выделенной в очищенном виде 
ДНК. Его преимущество заключается в высокой специфичнос¬ 
ти (индуцируются транзиции О— уА) и большой эффективности. 
При работе с умеренным фагом контролировать эффектив¬ 
ность мутагенеза очень просто — достаточно следить за появле¬ 
нием среди выжившего фага мутаций, приводящих к образова¬ 
нию прозрачных бляшек. По этой методике можно выделить ам- 
бер-мутантов фага X. С помощью спот-теста на комплементацию 
(методика 10) их можно охарактеризовать по их комплемента¬ 
ции с амбер-мутациями в большинстве известных генов фага А,. 
Комплементационный анализ позволит определить положение 
полученных мутаций на карте. Мутации по ТЕМ-|3-лактамазе 
можно использовать для картирования делеционных мутантов 
в этой модели клонированного фрагмента (эксперимент 6). 

Методика 

1. Приготовьте для газона ночные культуры штаммов ОВ6430, 

БВ6431 и ОВ4383 (и любых других желаемых супрессорных 

штаммов; см. список штаммов) в среде ТѴМ. 
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2. Приготовьте культуры для газона. В данном случае культура 
для газона — это просто растущая экспоненциально культу¬ 
ра плотностью около 5- ІО 8 клетка/мл. Определите титр пре¬ 
парата фага Хатр. Для этого сделайте последовательные 
разведения препарата фага, смешайте 0,1 мл разведения с 
0,2 мл культуры для газона, инкубируйте смесь 15 мин при 
комнатной температуре и высейте на чашку для фага X или 
на чашку Кеб (методика 7). Инкубируйте чашки в течение 
ночи при 37 или 34°С. 

3. Приступайте к обработке гидроксиламином (методика 8). 
Чтобы определить выживаемость и появление прозрачных 
бляшек в процессе обработки, отбирайте пробы и высевайте 
различные разведения их на чашки для фага X при 34°С. 
Если хотите выявить амбер-мутации в генах фага X, то обра¬ 
ботанные мутагеном препараты высевайте также на газон 
штамма ОВ6431, который содержит супрессор амбер-мута- 
ций (или на любой другой супрессорный штамм; см. список 
штаммов). Чтобы выявить мутации, приводящие к отсут¬ 
ствию р-лактамазы, высевайте на чашки Кеб (методика 7). 

4. После того как определен титр обработанных мутагеном 
препаратов, высейте фаг на несколько чашек, чтобы полу¬ 
чить на них достаточное количество мутантов. 


Обсуждение 

Помимо чашек Кеб существует несколько других способов 
выявлять наличие или отсутствие р-лактамазы. Один из них 
состоит в том, чтобы лизогенизировать испытуемым фагом како¬ 
го-нибудь хозяина, а затем определять устойчивость получен¬ 
ной лизогенной бактерии к ампициллину. Это можно сделать 
полуколичественно, если использовать разные концентрации это¬ 
го лекарственного препарата. Для этого испытуемый фаг нане¬ 
сите штрихом на газон чувствительной к ампициллину (Ашр 8 ) 
клетки-хозяина (например, ВЫИ45) или просто нанесите каплю 
этого фага на газон. В данном конкретном случае фага Хатр 
(который несет амбер-мутацию в гене іпі) клетка-хозяин долж¬ 
на содержать также супрессор зирЕ или зирЕ. Инкубируйте 
чашки в течение ночи при 34°С (фаг Хатр обладает температу¬ 
рочувствительным репрессором СІ857). На следующий день уко¬ 
лом зубочистки в центр пятна от капли или в центр бляшки 
(где находятся лизогенные бактерии) отберите лизогенные клет¬ 
ки и перенесите его на чашку ИВ + ампициллин, на чашку ЬВ и 
(чтобы сохранить фаг) на чашку для фага X с газоном любой 
чувствительной к фагу X клетки-хозяина. На чашки ЬВ и ЬВ + 
+ ампициллин бактерий не добавляют, так как на них проверя¬ 
ют устойчивость лизогенных бактерий к ампициллину. А на 
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чашки с фагом % высевают клетки в мягком агаре, так что фаг 
на них будет сохранен. 

Второй метод заключается в том, что суспензию фага ка¬ 
пают прямо на газон клеток Ашр 3 (например, ЕШИ45) на чаш¬ 
ке ЬВ +ампициллин. Клетки в этом пятне вырастут лишь в том 
случае, если фаг может лизогенизировать и передавать устой¬ 
чивость к ампициллину. 

Третий метод состоит в использовании хромогенного субстра¬ 
та с р-лактамовым кольцом (87/312 или нитроцефина). Им мож¬ 
но действовать непосредственно на бляшки или колонии. 


Эксперимент 6 

Выделение делеционных мутантов №тр 


Введение 

Одно из основных достоинств фага X в качестве клонирую¬ 
щего переносчика состоит в том, что очень легко можно отби¬ 
рать делеционные мутации во встроенном в фаг % фрагменте 
чужеродной ДИК. Используя делеционные мутации, можно 
быстро картировать основные структурные и функциональные 
особенности клонированной ДНК. Если есть много штаммов с 
различными концами делеций, то легко можно определить мес¬ 
та промоторов, мРНК, расположение информации структурных 
генов и т. д. 


Обоснование и план эксперимента 

Фаг обрабатывают хелатирующим агентом (ЭДТА), вызы¬ 
вающим разрушение таких головок фага X, которые содержат 
ДНК сверх определенного количества. Разрушающее действие 
ЭДТА зависит от условий, в частности от температуры. Поэто¬ 
му можно подобрать такие условия, при которых после обра¬ 
ботки ЭДТА выживают практически лишь делеционные мутан¬ 
ты. У большинства А,-векторов основная часть содержащейся у 
этого фага несущественной ДНК уже делегирована, и поэтому 
большинство отбираемых из клона делеций будут делениями, 
затрагивающими клонированную чужеродную ДНК- 
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Методика 


Следуйте методике 9. 


Обсуждение 

Протяженность делеций можно определить несколькими спо¬ 
собами. Первый из них заключается в том, что попарно скре¬ 
щивают между собой фаги с различными делециями. Второй 
состоит в их картировании с помощью гетеродуплексного ана¬ 
лиза. Третий заключается в том, чтобы испытать каждую де¬ 
лению на способность рекомбинировать с толковыми мутация¬ 
ми и на основании этих данных построить карту делений. Если 
есть время, то можно попробовать все эти методы. Как прово¬ 
дить картирование, подробно описано в методике 10. Посколь¬ 
ку нас интересует ген р-лактамазы, то для выявления тех актов 
рекомбинации, которые привели к появлению устойчивости к 
ампициллину, можно использовать чашки Кесі (методика 7) или 
лизогенизацию с последующей проверкой на устойчивость к это¬ 
му антибиотику. 

Тест с использованием лизогенизации обладает наибольшей 
чувствительностью, и его можно провести следующим образом. 
Приготавливается А,-чашка с газоном ВПМ45, и на этот газон 
наносятся попарно друг на друга капли делеционных и (или) 
толковых мутантов Атр 8 . Чашку инкубируют в течение ночи 
при 34 а С. Клетки из центра каждого пятна переносят с помощью 
зубочисток на чашку ЬВ +ампициллин и на чашку ЬВ (служит 
контролем), чтобы проверить, образуются ли вообще лизоген¬ 
ные бактерии, устойчивые к ампициллину (Атр к ). Такие лизо¬ 
генные бактерии будут образовываться лишь в том случае, ес¬ 
ли испытуемые фаги Атр 8 могут рекомбинировать между собой. 


Эксперимент 7 

Картирование делеций 


Введение 

Скрещивания с использованием делеционных мутаций дают 
возможность наиболее достоверно определять расположение му- 
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тантных сайтов на генетической карте. Результаты блот-гибри- 
дизации с рестрикционными фрагментами показывают, затраги¬ 
вают ли делеции отдельные конкретные рестрикционные сайты 
в ДИК. Сочетание этих двух методов позволяет грубо сопоста¬ 
вить генетическую и физическую карты исследуемой области. 
Такое сопоставление дает возможность сравнить фенотипиче¬ 
ские дефекты, характерные для отдельных мутаций, с измене¬ 
ниями определенных областей ДНК. Метод генетического карти¬ 
рования и многие использованные здесь мутанты описали Харт¬ 
ман и др. (см. обзор Нагітап еі аі., 1971). Описана и более 
подробная карта гена ІгізС (Норре еі аі., 1979). 


Обоснование и план эксперимента 

Каждой группе нужно дать по пять делеционных /и'5-мутан- 
тов 5 аітопеііа. Все эти делеции затрагивают первую треть 
/ц'5-оперона ( Ні$С , А С). Нужны также лизаты осуществляюще¬ 
го общую трансдукцию фага, выращенные на ряде точковых 
/п'5-мутантов, причем лизаты с высоким титром. Для каждого 
делеционного мутанта следует провести спот-тест со всеми до¬ 
норными фагами. Необходимо проверить способность каждого 
скрещивания давать рекомбинантов Ніз+ (тест «да» или «нет»). 
Это позволит грубо определить положение на карте концов де¬ 
лений. В эксперименте 10 с теми же делециями будут проведе¬ 
ны блот-гибридизации. Совокупность полученных результатов 
позволит определить положение сайтов рестрикции на генетиче¬ 
ской карте и оценить физические размеры некоторых делеций. 


Методика 

1. Исходя из отдельных колоний, получите жидкие культуры 
каждого из делеционных /нѴмутантов и контрольного деле¬ 
ционного мутанта ригРІАЬ (ТК5663) или ругВМ (ТК5671). 
(Эти неродственные ауксотрофы имеются среди штаммов, ко¬ 
торые используются в эксперименте 13.) 

2. Разотрите по 0,1 йл каждого мутанта по трем чашкам (Е + 
0,005 мМ гистидина). Подождите, чтобы жидкость полностью 
впиталась. На поверхность чашки скрещивания можно сра¬ 
зу нанести капли 25 разных препаратов фага, если пользо¬ 
ваться ящиком Бертани (матрицей), в ячейки которого вне¬ 
сены препараты набора донорных фагов. Делают это с по¬ 
мощью «паука» (штампа с 25 металлическими палочками). 
Пока капли не впитаются, чашки не переворачивайте. Если 
нет таких матриц, то капли фага можно аккуратно нанести 
на газон реципиента пипеткой. Инкубируйте чашки в тече¬ 
ние двух суток при 37°С. Приготовьте одну чашку, содержа- 
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щую только фаги (т. е. нанесите их на чашку без бакте¬ 
рий-реципиентов) . 

3. Просмотрите чашки и выявите, в каких пятнах контакта 
донорного фага с газоном делеционного реципиента имеются 
рекомбинанты. Исходя из полученных данных, постройте по 
возможности более точную карту использованных мутаций. 
Если имеющиеся данные не позволяют построить однознач¬ 
ную карту, то следует повторить некоторые скрещивания с 
более высоким разрешением (нанося 0,1 мл суспензии фага 
и 0,1 мл ночной культуры на целую чашку). 

Обсуждение 

1. (Этап 2); среда для картирования делеций содержит низкую 
концентрацию гистидина, так что реципиенты могут расти в 
течение нескольких делений. В результате повышается коли¬ 
чество трансдуктантов, а тем самым и разрешение картирую¬ 
щих скрещиваний. В качестве положительного контроля, по¬ 
казывающего эффективность применяемых фаголизатов, ис¬ 
пользован реципиент руг В (или риг Р). В качестве негатив¬ 
ного контроля использован реципиент с делецией /іг$-3050, в 
результате которой удаляется весь /гш-оперон. Такие картиру¬ 
ющие скрещивания обладают повышенной чувствительностью, 
так как для трансдукции использован мутант фага Р22. Этот 
мутант несет мутацию (НТ), которая сильно повышает веро¬ 
ятность включения материала клетки-хозяина в головки фага 
(ЗсНшіе§ег, 1972). В лизате такого мутанта около половины 
фаговых частиц содержат ДНК клетки-хозяина (Зиззкіпсі 
апб ВоЫеіп, 1978). Те чашки, которые будут использоваться 
в скрещиваниях такого типа, полезно предварительно инку¬ 
бировать в течение ночи при 37°С. Они подсохнут, и капли 
фага быстрее впитаются, что позволит избежать слияния на¬ 
несенных па чашку капель. 

2. (Этап 3); если в пятнах на контрольной чашке нет колоний, 
то пятна скрещивания можно считать положительными (т. е. 
указывающими на то, что рекомбинация происходит), даже 
если в них оказалось лишь по одной колонии. Обычно такой 
слабый ответ нуждается в подтверждении, для чего проводят 
скрещивание на целой чашке (0,1 мл суспензии фага и 0,1 мл 
полностью выросшей жидкой культуры растирают по всей 
селективной чашке). 
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Эксперимент 8 

Отбор клонов 'Кці-Ыз по комплементации 


Введение 

Если гены, клонированные в векторе X, экспрессируются в 
клетках Е. соіі и могут комплементировать генетический дефект 
клетки-хозяина, то содержащие их фаги можно отобрать из 
всего пула гибридов. Такой тест на комплементацию можно про¬ 
водить двумя основными способами. Первый из них заключает¬ 
ся в том, что образуют лизогенную бактерию с гибридным фа¬ 
гом. После этого проверяют способность полученной лизогенной 
бактерии расти на селективных средах. Однако у многих векто¬ 
ров X удалены гены, нужные для лизогенизации. В этом случае 
можно использовать фаг-помощник для образования двойных 
лизогенов. Второй метод отбора определенных гибридов фага X 
заключается в литической комплементации. Обычно фаг X не¬ 
способен размножаться в такой клетке, которая не может расти 
из-за какого-нибудь генетического дефекта. Однако если инфи¬ 
цирующий фаг вносит в клетку такой ген, который комплемен- 
тирует дефект клетки-хозяина, то клетка оказывается способной 
расти и поддерживать размножение этого фага. В конечном сче¬ 
те заразивший фаг убьет клетку и образуется бляшка. 

Обоснование и план эксперимента 

Пул гибридных фагов X был создан в результате введения 
случайных ЁсоКІ-фрагментов ДНК 5. іурііітигіипі в вектор ^§17. 
Таким образом было получено 250 000 независимо образованных 
гибридов. Фаг X не способен заражать клетки Заітопеііа, но 
гены Заітопеііа экспрессируются в клетках Е. соіі. Заражая 
клетки Е. соіі Ніз~ такими фагами, можно провести тест на ком¬ 
плементацию. Чтобы провести отбор лизогенных бактерий, об- 
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разуют двойные лизогены, используя фаг-помощник Х^Ы-ІасБ. 
Этот фаг несет все гены, необходимые для лизогенизации. Он 
содержит также ген р-галактозидазы Е. соіі, так что его можно 
отличить от всех используемых гибридов. Этот фаг—-помощник 
интеграции несет также температурочувствительную мутацию 
СІ857 в гене Л-репрессора, что позволяет получать из лизоген¬ 
ных бактерий гибридный фаг, проводя индукцию температурой. 
Отбор лизогенных бактерий проводят, заражая клетки Ніз - 
смесью гибридных фагов и фага — помощника интеграции и вы¬ 
севая их на минимальные чашки без гистидина. Колонии, выра¬ 
стающие на этих чашках, образованы клетками, которые содер¬ 
жат гибридный фаг, комплементирующий данный дефект клетки- 
хозяина. Эти клетки или содержат гибридный фаг, супрессирую- 
щий дефект Ніз - , или просто являются ревертантами. Посколь¬ 
ку используются большие количества фага, то и в том и в дру¬ 
гом случае колойии будут, вероятно, содержать фаг — помощник 
интеграции и один или несколько гибридных фагов. Чтобы от¬ 
личить супрессию в результате комплементации от реверсии, из 
колоний, выросших на минимальных чашках, выделяют фаг. Для 
этого проводят термоиндукцию культуры, т. е. подращивают ее 
в течение короткого времени при 42°С. Гибридный фаг из этих 
клеток можно отличить от фага — помощника интеграции, про¬ 
ведя высев на чашки с Х§а1 (5-бром-4-хлор-3-индолил-р-П-га- 
лактозидом)—хромогенным субстратом р-галактозидазы. Гиб¬ 
риды образуют бесцветные бляшки, а помощник интеграции — 
голубые. Затем можно провести тест на комплементацию гиб¬ 
ридного фага с исходным мутантом, а также и с другими му¬ 
тантами. 

Литическая комплементация гораздо проще. Клетки Ніз - за¬ 
ражают пулом гибридных фагов и высевают на минимальные 
чашки без гистидина. Тот фаг, который комплементирует клетки 
Ніз - , должен бы образовывать бляшки. Однако все клетки зара¬ 
жены и потому не могут расти и образовывать газон. В резуль¬ 
тате если проводить высев обычным образом, то должны бы 
образоваться бляшки (прозрачные пятна) на прозрачной чаш¬ 
ке. Поэтому важно, чтобы на такие чашки высевалось очень 
много клеток — столько, чтобы чашка слегка замутилась, Тогда 
можно будет ясно разглядеть прозрачные бляшки. Так как во 
время литического цикла происходит активная транскрипция 
генома фага X, то желательно, чтобы клонированная последова¬ 
тельность, попавшая в центральную область генома фага, транс¬ 
крибировалась и с какого-нибудь фагового промотора. В этом 
случае встроенные гены могут экспрессироваться во время ли¬ 
тического цикла инфекции, даже если при них нет собственного 
промотора. Поэтому фаг, выявленный на основании результатов 
комплементации при литической инфекции, может быть и неспо¬ 
собным комплементировать в двойном лизогене. Поскольку бля- 
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шка образуется в результате нескольких последовательных 
циклов инфекции, то реверсии клеток, как правило, не приведут 
к образованию бляшек некомплементирующим фагом. 

Методика 

1. Отдельной колонией Е. соіі ІШ100 (Ігіз В463) засейте 40 мл 
минимальной среды с гистидином и мальтозой (без глюкозы). 
После того как культура вырастет почти до насыщения, от- 
центрифугируйте клетки и ресуспендируйте в 1/10 объема 
10 мМ М§50 4 , чтобы получить концентрацию 10 10 клетка/мл. 
Вырастите также 40 мл культуры ВИЫ45 в бульоне ТУМ для 
обычного высева фага X на чашки (см. методику 1). 

Отбор лизогенов 

2. Высейте пул гибридных фагов X на чашки с газоном Е. соіі 
Ніз~ и проведите отбор лизогенов. В качестве помощника ин¬ 
теграции используйте фаг Я§14-/ас5. Приготовьте следующие 
чашки для отбора: 

10 8 гибридов фага X и 2-10 9 Х^іА-ІасЬ на одну минимальную 
чашку без гистидина. 

10 7 гибридов фага X и 2-10® Х%\А-1асЪ на одну минимальную 
чашку без гистидина. 

10® гибридов фага X и 2-10 9 Х^іА-ІасЬ на одну минимальную 
чашку без гистидина. 

Высевайте по 5-10 8 клеток на чашку. Инкубируйте при 32°С, 
так как помощник интеграции несет температурочувствитель¬ 
ную мутацию СІ857. Высевайте на чашки также по отдельно¬ 
сти гибриды фага X, фаг Х%іА-ІасЪ и клетки Ніз - , чтобы вы¬ 
явить наличие загрязнения или ревертантов. 

Литический отбор 

3. Высейте на чашки с газоном Е. соіі Ніз - пул гибридных 

фйгов X и проведите отбор фагов, дающих литическую ком¬ 
плементацию. Разлейте чашки, не содержащие бромистого 
этидия в верхнем агаре. Высейте 2-10®, 2- ІО 5 , 2-10 4 гиб¬ 

ридных фагов X и по 2-10® клеток на чашку. Используйте, 
конечно, чашки с минимальной средой М9 и минимальный 
верхний агар М9 без гистидина. Инкубируйте при 37°С. 

Просмотрите результаты эксперимента по комплементации 
(литической и лизогенной). Проведите очистку бляшек че¬ 
тырех фагов, которые предположительно дают литическую 
комплементацию, на чашках ЬВ (неселективная среда). От¬ 
берите уколом четыре колонии лизогенных бактерий, прояв¬ 
ляющих комплементацию, и засейте ими по 1 мл бульона ЬВ. 
Выращивайте при 32°С до тех пор, пока культуры слегка не 
помутнеют (до ІО 7 — ІО 8 клетка/мл). Растите культуру в те- 
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чение 2 ч при 42°С, чтобы индуцировать лизогенные бактерии. 
Рассейте получившиеся культуры штрихом до отдельных бля¬ 
шек на чашках ЬВ. Для газона добавьте на эти чашки ЬВ 
по 20 мкл клеток РОІОО или ВНЫ45. В мягкий агар, исполь¬ 
зуемый для чашек, на которых рассеваете проявившие лизо¬ 
генную комплементацию фаги, добавьте 40 мкл раствора 
Х§а1 (40 мг/мл). Это делается для того, чтобы выявить фаг— 
помощник интеграции {Хф.4-1асЪ). 

Перепроверка комплементации 

4. Проведите перепроверку клонов, которые по предваритель¬ 
ным данным дают комплементацию, на минимальных чашках 
М9. Отберите уколом бляшки с чашек ЬВ и ресуспендируйте 
каждую в 100 мкл среды для разведения фага X. Выберите 
четыре фага (бесцветные бляшки) из полученных после отбо¬ 
ра лизогенных бактерий и четыре фага из полученных после 
литического отбора. Рассейте штрихом все эти восемь фагов 
на одну минимальную чашку М9 с клетками Ніз~ и с 2- ІО 9 
частиц фага — помощника интеграции. Остаток используйте 
для получения препаратов фагов на чашках ЬВ с агарозой. 
После инкубации в течение б ч при 37°С соберите с чашек 
урожай. Наливайте в чашку по 5 мл среды для разведения 
фага X и оставьте на ночь при 5°С. 

Соберите препараты комплементирующих фагов и храните 
их в закупоренных аналитических пробирках с несколькими 
каплями хлороформа. 

Просмотрите результаты перепроверки комплементации. 

Быстрое выделение ДНК фага X из препарата фага (гибрид¬ 
ного и комплементирующего) 

5. Следуйте методике 11-П быстрого выделения ДНК фага X. 
Используйте препараты, полученные на чашках с агарозой. 

Определение длин рестрикционных фрагментов ДНК гибрид¬ 
ных фагов 

6. Расщепите по 5 мкл каждой ДНК рестриктазой Есо Ш и на¬ 
несите на гель 0,7%-ной агарозы. Проведите электрофорез 
в течение 6 ч при 50 В. Остатки препаратов быстрых лиза¬ 
тов фага сохраните, чтобы получить потом на чашках боль¬ 
шие количества фагов. 

Препараты с чашек 

7. Приготовьте по 20 чашек каждого из трех—шести фагов, вы¬ 
бранных на основе результатов электрофореза в геле (см. вы¬ 
ше). Чашки инкубируйте в течение 6 ч, после чего налейте в 
них по 5 мл среды для разведения фага X при 5°С. 
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Сбор препаратов фага 

8. Для выделения фага Я следуйте методике 4. Используйте ми¬ 
нимальное количество пробирок. Препарат фага с 20 чашек 
можно уместить в две центрифужные пробирки объемом по 
45 мл. 

Очистка фага в растворе СзСІ 

9. Ресуспендируйте осажденный фаг в суммарном объеме 1 мл 
(по 0,5 мл на каждую из двух пробирок). Следуйте методике 
4- ІА для осаждения через ступенчатый градиент. 


Эксперимент 9 

Гибридизация бляшек 


Введение 

Можно выявить специфический гибридный фаг по гомологии 
последовательности его ДНК с радиоактивно меченной РНК 
или ДНК- Использованная ниже методика позволяет осущест¬ 
влять проверку очень большого количества гибридных фагов. 

Обоснование и план эксперимента 

В бляшке фага Я содержится много фага и фаговой ДНК. 
Фаг и ДНК можно прямо из бляшек перенести на нитроцеллю¬ 
лозу, если наложить на чашку сухой нитроцеллюлозный фильтр. 
После денатурации перенесенной на фильтр ДНК она оказывает¬ 
ся уже готовой для гибридизации. Таким способом можно про¬ 
верять до 25 000 бляшек на одной чашке. Связанную с фильт¬ 
рами денатурированную ДНК гибридизуют с ДНК, меченной 
32 Р с помощью ник-трансляции. После этого фильтр промывают 
и экспонируют с ним рентгеновскую пленку. Пятна почернения 
на пленке соответствуют гибридизующимся клонам. 

Основная методическая трудность.— это сориентировать 
рентгеновскую пленку относительно чашки. Для этого мы поль¬ 
зуемся специальным ориентирующим фагом. Этот фаг содержит 
фрагмент ДНК, способный гибридизоваться с определенной ме¬ 
ченной ник-трансляцией ДНК (рВІ?322), а также несет ген 
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Р-галактозидазы Е. соіі. В среду на чашке добавляется Х§а1, так 
что бляшки ориентирующего фага оказываются голубыми. Кро¬ 
ме того, ориентирующий фаг гибридизуется с ДНК-зондом 
рВР322. На чашку ориентирующий фаг можно нанести случай¬ 
ным образом, добавив его при -высеве гибридного фага, а можно 
нанести капли его на определенные участки чашки. Уколом от¬ 
бирают бесцветные бляшки в том месте, где была обнаружена 
гибридизация, очищают их и проверяют, гибридизуются ли они 
с меченой ДНК- 


Методика 

1. Проведите ник-трансляцию примерно 0,5 мкг ДНК (методи¬ 
ка 22). 

Приготовление чашек для гибридизации іп зііи. 

2. Каждой группе нужно приготовить по восемь чашек ЬВ, на 
которые в мягком агаре ЬВ высеяно 10 4 -*- ІО 3 фаговых час¬ 
тиц. Инкубируйте при 37°С. Пользуйтесь чашками, разлитыми 
за два дня до эксперимента. На каждую чашку высевайте по 
20 мкл клеток ВИК45 для газона. При высеве добавьте на 
каждую чашку по 10—20 мкл фага Х§і5-1ас5, рВР322. Можно 
вместо этого платиновой проволочкой нанести капли препара¬ 
та данного фага на уже готовую чашку. На чашки добавьте 
также Х§щ1 (внесите в мягкий агар 40 мкл раствора Х^аі 
40 мг/мл в демитилсульфоксиде). 

Гибридизация бляшек на фильтре 

3. Возьмите две чашки, на которых оказалось около 10 4 бляшек, 
и две чашки примерно с 10 3 бляшек. В каждой группе отбе¬ 
рите по две самые хорошие чашки с Ы0 3 —3-10 3 бляшек и 
по две чашки примерно с 10 4 бляшек. Следуйте методике 

21-ІІ. 

Непременно надпишите каждый фильтр и пометьте его 
ориентацию. Поместите фильтры в герметизируемый мешочек 
с денатурированной ник-транслированной ДНК, как указано 
в методике 23, и заварите его. Обязательно наденьте двойные 
перчатки, защитные очки и пластиковый фартук. 

Экспозиция пленки с фильтром 

4. Надрежьте мешочек, в котором проводили гибридизацию, по 
заваренному месту и слейте гибридизационную смесь. Раз¬ 
режьте мешочек и выньте фильтр. Промойте фильтр, как опи¬ 
сано в методике 23. Гибридизационную смесь поместите в 
холодильник и храните для повторного использования. Обя¬ 
зательно наденьте двойные перчатки, защитные очки и пла¬ 
стиковый фартук. Высушите фильтр. Оберните его пластико- 
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вой пленкой, чтобы не загрязнить кассету и усиливающий 
экран. Экспонируйте фильтр с рентгеновской пленкой (см. ме¬ 
тодику 24). 

Проявите пленку, экспонированную с фильтром 

5. Наложите исходную чашку с бляшками на пленку. Отберите 
уколом платиновой проволочкой до восьми бляшек с той об¬ 
ласти чашки, в которой проявилась гибридизация. Рассейте 
их методом штрихования сверху до отдельных бляшек, ис¬ 
пользуя по 1/8 чашки для рассева каждой бляшки. Переко¬ 
лите таким образом до четырех обнаруживших гибридизацию 
областей. Инкубируйте при 37°С в течение по,крайней мере 
б ч. Переколите отдельные бляшки по шаблону, инкубируйте 
в течение ночи при 37°С, 

Гибридизация бляшек на фильтре II 

6. Приготовьте новый фильтр-реплику с тех бляшек, которые 
были рассеяны и переколоты по шаблону. После отжига по¬ 
местите этот новый фильтр-реплику в новый мешочек, добавь¬ 
те в него гибридизационную смесь и заварите его. Обязатель¬ 
но наденьте двойные перчатки, защитные очки и пластиковый 
фартук. Начинать все это нужно в начале рабочего дня. Чаш¬ 
ку с бляшками поместите в холодильник. 

Экспонирование фильтра с пленкой 

7. После гибридизации фильтра II в течение по крайней мере 
б ч выньте фильтр, промойте его, промокните насухо и обер¬ 
ните пластиковой пленкой. Экспонируйте с ним рентгеновскую 
пленку. При необходимости можно использовать кассету, ко¬ 
торой не пользовались для полосок, отпечатанных с геля. 
Экспонируйте около б ч. 

Проявление пленки, экспонированной с фильтром II, и полу¬ 
чение препаратов фага на чашках с агарозой 

8. Примерно через б ч проявите пленку, экспонированную с 
фильтром II. Выявите бляшки, соответствующие гибридиза¬ 
ции. Отберите их уколом и приготовьте препараты фага на 
чашках. Используйте чашки с агарозой и следуйте методике 
11-11 быстрого выделения фаговой ДНК. Выращивайте по 
одной чашке каждого фага (от одного до шести). После выра¬ 
щивания в течение 6 ч налейте на чашку 5 мл среды для разве¬ 
дения фага X и инкубируйте при 5°С в течение 2—12 ч. Если по¬ 
зволит время, то, используя быстрый метод, выделите ДНК из 
этих препаратов фага. 
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Определение длин рестрикционных фрагментов ДНК гибрид¬ 
ных фагов X 

9. Расщепите по 5 мкл каждой ДНК рестриктазами ДсоКІ и 
Ніпсі III и нанесите на гель 0,7%-ной агарозы. Проводите 
электрофорез в течение 6 ч при 50 В. Остатки тех препара¬ 
тов фага, из которых быстрым методом были выделены 
ДНК, сохраните, чтобы вырастить фаг на чашках в большом 
количестве. 

Препараты с чашек 

10. Приготовьте по 20 чашек каждого из трех —шести фагов, 
выбранных на основании результатов электрофореза в геле. 
Выращивайте в течение 6 ч. Налейте на чашки по 5 мл сре¬ 
ды для разведения фага I при 5°С. 

Сбор фага с чашек 

11. Следуйте методике 2 выделения фага X вплоть до стадии 
центрифугирования. Используйте минимальное число проби¬ 
рок. Препарат с 20 чашек можно уместить в две центрифуж¬ 
ные пробирки объемом 45 мл. 

Очистка фага в растворе СзСІ 

12. Ресуспендируйте осажденный фаг в суммарном объеме 1 мл 
(по 0,5 мл на каждую из двух пробирок). Следуйте мето¬ 
дике 4-ІА очистки в ступенчатом градиенте. 

13. Продолжайте очистку фага. 

Обсуждение 

Ник-трансляция — процедура довольно длительная, и начи¬ 
нать ее следует как можно раньше. Обязательно наденьте фар¬ 
тук для работы с радиоактивностью, халат, защитные очки и 
двойные перчатки. Пользуясь ручным счетчиком, постоянно про¬ 
веряйте, нет ли загрязнения радиоактивностью (см. методику 
22). Необходимо заранее запастись 32 Р-СТР или другим мечен¬ 
ным 32 Р дезоксирибонуклеозидтрифосфатом, ДНКазой I, дезо- 
ксирибонуклеозидтрифосфатами, а также буфером 10ХМТ, оста¬ 
навливающим раствором и буфером ТЕ. 
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Эксперимент 10 

Гибридизация из гедя (блот-гибридизация) 

Введение 

Проведя гибридизацию рестрикционных фрагментов, полу¬ 
ченных прямо из клеток 5. іурЫгпигіит дикого типа и различ¬ 
ных делеционных мутантов, можно выявить, какие из них гомо¬ 
логичны специфической ДНК-зонду. С помощью такой гибриди¬ 
зации можно определить как приблизительный порядок этих 
делений на карте, так и положение их концов. 

Обоснование и план эксперимента 

Выделяют ДНК из различных штаммов Заіпгопеііа. Выде¬ 
ляют ее прямо из колоний, используя методику быстрого выде¬ 
ления ДНК- Затем выделенную ДНК расщепляют разными рес¬ 
трикционными эндонуклеазами, проводят электрофорез в ага¬ 
розном геле и разделенные фрагменты переносят на нитроцел¬ 
люлозу. После этого проводят гибридизацию таких полосок нит¬ 
роцеллюлозы с ДНК, меченной 32 Р с помощью ник-трансляции. 
С этими полосками экспонируют рентгеновскую пленку. После 
того как пленка проявлена, можно определить размеры тех 
рестрикционных фрагментов, которые гомологичны использован¬ 
ной ДНК-зонду. 


Методика 

Быстрое выделение ДНК 

1. Прямо из колоний штаммов, полученных в эксперименте 5, 
выделите ДНК. Можно выделять ДНК также и из небольших 
жидких культур объемом 1 мл. При выделении ДНК из ко¬ 
лоний следуйте методике 12-П. Ресуспендируйте ДНК в 
50 мкл раствора, содержащего 10 мМ трис (рН 7,5), 10 -4 М 
Ыа 2 -ЭДТА, 10 мкг/мл РНКазы. 

Расщепление рестрикционной эндонуклеазой 

2. Расщепите 10 мкл полученной выше ДНК рестриктазой ЕсоШ, 
10 мкл рестриктазой НіпсПІІ и-10 мкл совместно рестрикта- 
зами ВсоКІ и Ват Н1 или ВсоКІ и НіпсПІІ, или НіпсІІІ I и 
ВатНІ. 

Электрофорез в геле 

3. Каждую пробу расщепленной ДНК нанесите целиком в одну 
ячейку геля 0,7%-ной агарозы. Пользуйтесь грпс-ацетатным 
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буфером. Проводите электрофорез в течение ночи (при 20 В 
в течение 18 ч или при 30 В в течение 12 ч). 

Используя методику 21-1, перенесите ДНК из геля на нит¬ 
роцеллюлозу. Перенос проводите в течение ночи. 

Гибридизация с набором рестрикционных фрагментов 

4. Снимите полоску нитроцеллюлозы с геля, промойте и про¬ 
ведите отжиг. Поместите его в герметизируемый мешочек и 
добавьте зонд, как описано в методике 23. 

После гибридизации в течение по крайней мере 24 ч вынь¬ 
те полоску нитроцеллюлозы, на которую был перенесен ма¬ 
териал из геля, из мешочка, в котором проводилась гибриди¬ 
зация. Промойте ее, промокните досуха, оберните в пластико¬ 
вую пленку и экспонируйте с рентгеновской пленкой. 

Проявите пленку. Напишите на ней полное время экспо¬ 
зиции. Если экспозиция оказалась недостаточной, то заложи¬ 
те новую пленку. 


Эксперимент И 

Электронная микроскопия ДНК 


Введение 

Вопреки распространенному мнению электронная микроско¬ 
пия ДНК представляет собой простую, быструю и надежную 
методику. При этом изучаются индивидуальные молекулы ДНК 
и можно увидеть все молекулы, так что этот метод очень хорошо 
дополняет метод электрофореза в геле. При электрофорезе в ге¬ 
ле выявляются лишь популяции молекул с одинаковыми раз¬ 
мерами. Помимо обычной визуализации ДНК можно, исследуя 
гетеродуплексы, проводить картирование негомологичных об¬ 
ластей. 


Обоснование и план эксперимента 

Сначала, визуализируют ДНК, используя водную методику 
и окрашивание уранилацетатом. Это очень быстрая методика, и 
ее действительно можно с успехом использовать в тех случаях, 
когда нужно качественно определить размеры молекул в образ- 
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де ДНК или их пространственную топологию. Вторая часть 
предлагаемого эксперимента заключается в образовании гетеро¬ 
дуплексов и их визуализации с использованием методики повы¬ 
шения концентрации формамида. В первую очередь следует про¬ 
вести гетеродуплексный анализ фагов. Затем можно провести 
и картирование делеций, полученных при выполнении этого 
курса. 


Методика 

1. Демонстрирование и опробование электронного микроскопа. 

2. Демонстрирование водных препаратов ДНК для электрон¬ 
ной микроскопии. Для этого нужен препарат ДНК. Следуйте 
методике 27. 

3. Демонстрирование формамидных препаратов ДНК для элек¬ 
тронной микроскопии. Для гетеродуплексного анализа необ¬ 
ходимы препараты фага. Следуйте методике 28. 

4. Сделайте фотографии гетеродуплексов с наилучших из полу¬ 
ченных сеточек. 

5. Электронно-микроскопический гетеродуплексный анализ ис¬ 
следуемого фага. 


Эксперимент 12 

Субклонирование из фага Я в плазмидном векторе 

Введение 

ДНК, клонированную в фаге К, можно перенести в плазмид- 
ный вектор. Так как размер плазмидного вектора меньше раз¬ 
мера вектора А, то многие методики рестрикционного картиро¬ 
вания и определения нуклеотидных последовательностей в этом 
случае значительно упрощаются. 

Обоснование и план эксперимента 

Для субклонирования используется векторная плазмида 
рВК322. Этот вектор является Атр к Теі в Выделяют ДНК этой 
плазмиды и проводят ее очистку равновесным центрифугирова¬ 
нием в градиенте плотности хлористого цезия с бромистым эти- 
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днем. Для субклонирования можно пользоваться несколькими 
ферментами, но нужно заранее решить, какую рестриктазу буде¬ 
те для этого использовать. Лучше всего, однако, использовать 
рестриктазу ДсоШ, так как именно этот фермент и использо¬ 
вался для получения гибридных фагов. Субклонирование может 
быть облегчено использованием двух рестрикционных фермен¬ 
тов (когда и вектор, и субклонируемый фрагмент расщепляют 
двумя ферментами, например ДсоКІ и 5а1І). 

Методика 

1. Рассейте штрихом до отдельных колоний штамм №103- 
НВ101 (рВК322). 

Проверьте штамм №103 на устойчивость к тетрациклину 
и ампициллину. Проверенную культуру сохраните. 

Посейте 100 мл ночной культуры №103. 

Выделение ДНК рВД322. 

2. Следуя методике 12-1, выделите плазмидную ДНК из 100 мл 
культуры НВ 101 с плазмидой рВК332. Используйте объемы 
для одной пробирки от ротора 50 Ті. 

Из градиента отберите ДНК рВК322 и Экстрагируйте из 
нее бромистый этидий. Осадите ДНК этиловым спиртом или 
диализуйте ее против 0,1 М ИаСІ, 0.05 М и трис (рН 7,5) и 
0,1 мМ Иа 2 -ЭДТА. 

Вырастите ночные культуры штамма №Ю2-НВ101Д. 
Выделение ДНК фага К 

3. Следуя методике 11-1, выделите ДНК фага К, используя при¬ 
мерно половину препарата фага. 

Перенесите фрагмент (фрагменты) ДНК из фага X в 
плазмиду рВД322. Расщепите ДНК рестриктазой ДсоКІ или 
смесью рестриктаз. Возьмите 20—50 частей (по весу) ДНК 
гибридного фага Я на 1 часть ДНК плазмиды рВК322. Кова¬ 
лентно соедините их, обработав ДНК-лигазой фага Т4. Про¬ 
ведите трансфекцию клеток №102, проводя отбор либо на 
устойчивость к тетрациклину, либо на устойчивость к ампи¬ 
циллину. 
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Эксперимент 13 

Встраивание р'<Дас+, направляемое Тп 10 


Введение 

Транспонируемые элементы могут выступать в качестве об¬ 
ластей гомологии при различных генетических процессах, приво¬ 
дя к образованию делеций, дупликаций, транспозиций и, по- 
видимому, инверсий тех или иных фрагментов хромосом. Цель 
предлагаемого эксперимента заключается в попытке провести 
одну из таких операций. В данном случае транспрзон Тп 10 бу¬ 
дет использован в качестве области гомологии между зписомой 
Р' и хромосомой бактерии. Рекомбинация между такими эле¬ 
ментами Тп 10 может обусловить встраивание эписомы р' в хро¬ 
мосому, что приведет к образованию штамма Шг. Если опре¬ 
делить точку начала переноса этого Шг и направления перено¬ 
са, то можно узнать положение элемента Тп 10 в хромосоме и 
его ориентацию (СЬитІеу еі аі., 1979). 

Обоснование и план эксперимента 

Каждая группа использует по две случайные неохарактери¬ 
зованные вставки Тп 10 в хромосому 5 аітопеііа (полученные в 
эксперименте 1). Должно быть определено положение этих эле¬ 
ментов Тп/0 на генетической карте и их ориентация. Идея за¬ 
ключается в том, чтобы встроить плазмиду Ѵ'і $ 1п101ас + в тот 
элемент Тп/0, который находится в хромосоме. Полученный в 
результате этого штамм Шг скрещивают затем с различными 
реципиентами, определяя в результате точку начала его пере¬ 
носа и направление переноса. Таким образом, определяется ло¬ 
кализация и ориентация последовательностей Тп 10 в хромосоме. 

Методика 

1. Посейте ЬВ-культуры штаммов со встроенными в хромосому 
элементами Тп/0. Посейте также культуры (при 30°С) штам¬ 
мов с эписомами Р^ 3 Тп 101ас+ (ТТ627, ТТ628 и ТТ629). 

2. Перенесите эписомы Р^ 5 в каждый из мутантов со случайной 
вставкой Тп 10. Это можно сделать, нанеся капли культур на 
селективную чашку (ЫСЕ+лактоза). На одно место чашки 
нанесите каплю культуры реципиента, на другое — каплю 
культуры донора, а на третье — капли и той и другой куль¬ 
туры. После того как жидкость впитается, штрихом рассейте 
материал каждого пятна по своему сектору чашки. Это дела¬ 
ется для того, чтобы из конъюгационной смеси получить от- 
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дельные колонии эксконъюгантов, а не просто зоны сплошного 
роста на месте нанесения капель. Инкубируйте чашки в те¬ 
чение 36—48 ч при 30°С. 

3. Из пятна конъюгации отберите уколом несколько больших 
колоний. (В контрольных пятнах колоний быть не должно). 
Это и есть реципиенты, получившие плазмиду р' 8 /ас+. Каж¬ 
дую из этих колоний рассейте штрихом на двух минималь¬ 
ных чашках ЫСЕ с лактозой. Одну чашку инкубируйте при 
40°С, а другую — при 30°С. 

4. Через 48 ч должен вырасти штрих на чашке, инкубируемой 
при 30°С. На той чашке, которая инкубировалась при 40°С, 
на месте штриха должно быть лишь несколько больших ко¬ 
лоний. Это и есть искомые Шг-клетки. Они являются Ьасг 1 ' 
при той температуре (40°С), при которой невозможна авто¬ 
номная репликация эписомы Іас+. Как предполагается, 
гены іас+ эписомы Р', встроившись в хромосому, перестали 
быть чувствительными к температуре. Уколом отберите не¬ 
сколько таких предположительных Шг-клеток и вырастите 
их культуры в жидкой селективной среде (ЫСЕ + 0,5% лак¬ 
тозы) при 40°С. Также посейте в ЬВ (при 37°С) культуры ря¬ 
да реципиентов, которые будут использоваться для картиро¬ 
вания. Это единичные ауксотрофы, каждый из которых несет 
также мутацию устойчивости к стрептомицину. Нужно немно¬ 
го таких штаммов. Поэтому можно рискнуть и приготовить 
один набор реципиентных культур сразу на несколько групп. 
Чтобы сэкономить чашки, можно и контрольные чашки с 
реципиентами приготовить сразу на несколько групп. 

5. Для картирования точек начал переноса Шг-штаммов про¬ 
ведите скрещивания на чашках. В первых скрещиваниях 
штаммы донора и реципиента (по 0,1 мл каждого) высевайте 
прямо на селективную среду (Е 4- стрептомицин). Инкубируй¬ 
те чашки при 37°С. 

6. Подсчитайте число рекомбинатов. Учитывайте положение на 
карте маркеров реципиентов. Таким способом можно опреде¬ 
лить направление переноса, но лишь приблизительное поло¬ 
жение на карте точки начала переноса Шг. Для более точ¬ 
ного картирования возьмите самые близкие к точке начала 
переноса маркеры и используйте разведения донорной куль¬ 
туры. Для дальнейшего уточнения данных по картированию 
необходимо уже определять время вхождения маркера или 
проводить трехфакторные скрещивания. 

Обсуждение 

1. Эти эписомы Р^ несут мутацию, которая препятствует их 
репликации при 40°С. Они содержат также 1ас+-оперон дикого 
типа и вставку Тп/0 в известной ориентации. Эписомы в 
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штаммах ТТ627 и ТТ629 содержат Тп 10 в одной ориентации 
(ориентации А). В эписоме штамма ТТ628 Тп/0 встроен в 
противоположной ориентации (ориентации В) по отношению 
к направлению переноса. 

2. Обычно клетки Заітопеііа являются Ьас~, но могут стать 
Ьас+, если получат эписому р 'Іас+ от Е. соіі. Эти чашки сле¬ 
дует инкубировать при 30°С, чтобы могли происходить пере¬ 
нос и репликация мутантной эписомы Е'. 

3. В штрихах из пятен скрещивания могут появиться также и 
крошечные колонии. Это колонии реципиента Ьас - , выросшие 
на попавших с каплей пищевых добавках или из-за перекре¬ 
стного питания, обеспечиваемого большими колониями Ьас+. 
Поэтому в данном эксперименте отбирайте уколом лишь 
большие колонии. 

4. Чтобы избежать вырезания Е'/ас+, штаммы НГг выращивают 
в селективных условиях. Важно быстро выделить и использо¬ 
вать эти штаммы Шг. Если перед тем, как их использовать, 
с этими штаммами длительно работали (т. е. проводили по¬ 
вторную их очистку или хранили их), то в них могли произой¬ 
ти перестройки, затрудняющие интерпретацию полученных 
результатов. Если же штаммы Шг использовали сразу же по¬ 
сле их выделения, то ориентация вставок Тп 10 может быть 
определена однозначно. 


Литература 
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МЕТОДИКИ 

Методика 1 

Очистка фага методом бляшек 


I. Клетки-хозяева 

1. Вырастите ночную культуру любого бактериального штамма, 
чувствительного к фагу к (например, штамма ВЫЫ45) в сре¬ 
де ЬВ или ТУМ. 

2. Если клетки будут использоваться для высева фага к, то оса¬ 
дите их центрифугированием (5 мин при 8000 об/мин), ресу- 
спендируйте в '/г объема 0,01 М М§50 4 и храните при 4°С. 
Если клетки будут использоваться для высева фага Р22, то 
разведите культуру и подрастите до экспоненциальной фазы. 
После этого клетки охладите и храните при 4°С в ростовой 
среде. 


II.А. Штрихование нижнего агара 

1. Петлей или тонкой проволочкой нанесите фаг штрихом на 
чашку с агаром ЬВ или на чашку для фага к. 

2. К 2,5 мл мягкого агара при 47°С добавьте 20—100 мкл куль¬ 
туры для высева. 

3. Вылейте смесь на чашку, но не прямо на то место, где начи¬ 
нается штрих фага. 

4. Когда агар застынет, переверните чашку и инкубируйте ее 
при подходящей температуре. Учтите, что фаг к не развивает¬ 
ся при температурах ниже 30°С. 

II. Б. Штрихование сверху 

1. К 2,5 мл мягкого агара при 47°С добавьте 20—100 мкл газон¬ 
ной культуры. 

2. Вылейте смесь на чашку с агаром В или с агаром для фага Я, 
и подождите, пока агар полностью застынет. 

3. Очень тонкой платиновой проволочкой или полоской стериль¬ 
ной газетной бумаги [(2,5—1,25) X0,31 см] осторожно рас¬ 
сейте фаг штрихом по поверхности агара. 

4. Инкубируйте при 30—42°С. 

III. Отбор бляшки уколом 

1. Проткните бляшку стерильным стеклянным капилляром или 
микропипеткой (на 10—50 мкл). 
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2. Суспендируйте в небольшом количестве (20 мкл—1 мл) сре¬ 
ды для разведения фага X или суспензии газонной культу¬ 
ры— в зависимости от того, что удобнее. Если препарат бу¬ 
дете хранить, то суспендируйте в 1 мл среды для разведения 
фага X и добавьте 1 каплю хлороформа, чтобы убить бак¬ 
терии. 


IV. Титрование фага 

1. Приготовьте последовательные разведения фага в среде для 
разведения фага X (10 мМ трис, рН 7,5 и 10 мМ М§30 4 ). 

2. Смешайте 1—200 мкл разведенного фага, предположительно 
около 100 частиц, с 20—100 мкл газонной культуры. 

3. Инкубируйте в течение 15 мин при 37 или 25°С, чтобы фаг 
адсорбировался на клетках. В случае фага Р22 этого можно 
не делать. 

4. Смешайте с 2,5 мл мягкого агара при 47°С. 

5. Вылейте смесь на чашку с агаром для фага X или на чаш¬ 
ку БВ. 

6. Инкубируйте при 32—42°С. 

Обсуждение 

I. Для газона можно использовать клетки любого штамма, на 
котором образуются четко выраженные бляшки. Многие 
штаммы Е. соіі устойчивы к заражению фагом X (они обозна¬ 
чаются как /X). Большинство амбер-мутаций фага X может 
супрессироваться супрессором зирЕ [зи2 + ), который присут¬ 
ствует в штамме С600. Имеющаяся во многих штаммах фа¬ 
га X мутация Л5аш7 супрессируется супрессором зирЕ ($нЗ+), 
который есть в штамме ВЫЙ45 в дополнение к супрессору 
зирЕ. Белок бактерии, на котором адсорбируется фаг X, ко¬ 
дируется геном, входящим в состав индуцируемого мальтозой 
таі- оперона. Поэтому клетки, выращенные на мальтозе 
(в среде ТУМ), очень хорошо адсорбируют фаг X. Однако 
при высеве фага чашки не должны содержать мальтозы, так 
как вторичная адсорбция на чашке приводит к снижению 
конечного выхода фага. Стационарную культуру можно хра¬ 
нить в растворе Мд30 4 . Если же высев проводят сразу пос¬ 
ле ее получения, то можно использовать непосредственно вы¬ 
ращенную культуру. Культуру можно хранить в М§30 4 при 
5°С до двух недель. Однако эффективность высева оказывает¬ 
ся наибольшей, а морфология бляшек оказывается более од¬ 
нородной, если пользоваться клетками, полученными не более 
чем за 1 сутки до опыта. Высев фага Р22 оказывается наи¬ 
лучшим при использовании экспоненциальных культур Заіто- 
пеііа, хранившихся на холоду не более 36 ч. 


1. Очистка фага методом бляшек 
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II. А. Фаг рассеивают штрихом точно так же, как культуры 

бактерий. Используйте для этого либо чашку для фага к, 
либо чашку ЬВ. На чашках для фага к бляшки получа¬ 
ются большего размера. Размер бляшек увеличивается 
также, если использовать для газона меньше клеток. 
Поскольку предадсорбция фага не проводится, то акты, 
инфицирования, приводящие к образованию бляшек, мо¬ 
гут быть сильно растянуты во времени. Поэтому размер 
бляшек может варьировать. В данном случае вариабель¬ 
ность размера бляшек не обязательно указывает на ге¬ 
терогенность генотипа фага. Этот метод очень удобен 
для тех, у кого мало опыта, однако он имеет тот недоста¬ 
ток, что на каждой чашке можно провести очистку лишь 
одного фага. 

Б. Эта методика сложнее, чем методика А, но она обладает 
тем преимуществом, что на одной чашке можно рассеять 
штрихом одновременно несколько фагов. Рассев штри¬ 
хом проводить легче, если сделать верхний агар более 
твердым. Для этого чашки следует охладить. 

III. Обычно бляшки становятся видимыми примерно через 6 ч. 
Как только клетки достигают стационарной фазы, бляшки 
перестают увеличиваться. Фаг, однако, продолжает диф¬ 
фундировать в слое верхнего агара со скоростью около 
1 см/сутки. Поэтому следует отбирать уколом наиболее изо¬ 
лированные бляшки сразу после того, как они становятся 
хорошо различимыми, чтобы исключить возможность за¬ 
грязнения частицами из соседних бляшек. Рекомендуется 
проводить повторную очистку бляшек, так как нельзя быть 
уверенным, что бляшка совсем не загрязнена какими-либо 
примесями. 

IV. Обычно, чтобы получить разведение 1:100, вносят 0,1 мл в 
9,9 мл среды для разведения фага к, или 10 мкл в 0,99 мл 
такой среды. Можно развести фаг и в 1000 раз. Для этого 
вносят 1 мкл препарата в 1 мл среды для разведения фага к. 
При хранении препарата фага в течение нескольких месяцев 
титр в нем может упасть более чем в 10 раз. Поэтому при 
испытании старых препаратов желательно высевать также 
и несколько меньших разведений фага. Удобно помечать 
чашки, надписывая на них общие данные о высеянном раз¬ 
ведении. Зарегистрируйте, например, просто показатель сте¬ 
пени разведения и высеянный объем. Так, если высеяли 
0,05 мл разведения 10~ 7 , то напишите на чашке 7/0,05. 
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Методика 2 

Получение препаратов фага 

I. Клетки-хозяева (см. методику 1) 


II. Засев чашек 

1. Смешайте ІО 6 частиц фага с 20—100 мкл культуры клеток- 
хозяев. 

2. Инкубируйте 15 мин при 37 или 25°С. В случае фага Р22 это¬ 
го можно не делать., 

3. Смешайте смесь с 2,5 мл мягкого агара ЬВ (при 47°С) и 
вылейте на влажную (свеже разлитую) чашку ЁВ. 

4. Инкубируйте не переворачивая в закрытом (влажном) ящи¬ 
ке при 37°С. 


III. Сбор фага 

1. После того как наступит сплошной лизис (примерно через 
б ч), охладите чашки, перенеся их в холодную комнату. 

2. Налейте по 5 мл холодной среды для разведения фага X 
(10 мМ трис, рН 7,5 и 10 мМ Мд50 4 ) на чашку. Оставьте 
чашки на ночь в холодной комнате. 

3. Соберите налитую на чашки жидкость, добавьте в нее 2 кап¬ 
ли СНС1 3 (с этанолом). На этой стадии неочищенный препа¬ 
рат фага может храниться при 5°С в течение нескольких лет. 
Можно заложить его и на длительное хранение (см. приложе¬ 
ние 3). Если полученный препарат фага X будет использован 
для выделения ДНК, то нужно тщательно избегать загрязне¬ 
ния суспензии фага кусочками агара и перейти к следующему 
этапу. 

4. Чтобы удалить обломки клеток, проведите низкоскоростное 
центрифугирование (около 10000 об/мин в течение 10 мин) 
в роторе Зогѵаіі, 35-34 или Вескшап ЛА-20. 

5. Чтобы осадить фаг, центрифугируйте в течение 3 ч при 
20 000 об/мин. 

6. Ресуспендируйте фаг в 1 мл среды для разведения фага X 
(см. обсуждение). Перенесите суспензию в пробирку на 1,5мл 
от микрофуги Еррепбогі и центрифугируйте в течение 5 с, 
чтобы удалить остатки обломков клеток. Полученные на этой 
стадии препараты можно использовать для выделения ДНК, 
а можно и хранить. 

7. Для дальнейшей очистки фага (и чтобы получить более ус¬ 
тойчивые препараты) следуйте методике 4-ІА. 
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С одной чашки получается примерно 4 мл суспензии фага 
с концентрацией 2- ІО 10 частица/мл или около 10 мкг очищенной 
ДНК. 


Обсуждение 


I. См, методику 1. 

II. 1. Количество фага и клеток, высеваемых на чашку, зависит 

от размера бляшек. Наиболее высокие титры препаратов 
получаются тогда, когда бляшки на чашке соприкасают¬ 
ся, давая сплошной лизис. Если бляшки сильно перекры¬ 
ваются, то клетки газона убиваются слишком рано, чаш¬ 
ки получаются очень прозрачными, а выход фага — низ¬ 
ким. Если бляшки не перекрываются, то заражено слиш¬ 
ком мало клеток, что приводит к низкому выходу фага. 
Однако точное соотношение фага и клеток не имеет кри¬ 
тического значения. 

2. Инкубация фага и клеток в высоких концентрациях гаран¬ 
тирует хорошую адсорбцию. 

3. Агар не следует охлаждать ниже 47°С, так как в про¬ 
тивном случае он начнет затвердевать. Если же он окажет¬ 
ся намного горячее, то погибнет много клеток. Если агар 
был расплавлен не полностью, то чашка после инкубации 
будет рябой и бляшки будут плохо различимы. Следует 
наливать в чашки тонкий слой нижнего агара. Он дол¬ 
жен быть влажным, чтобы растущие бляшки соприкосну¬ 
лись и получился сплошной лизис. 

4. При инкубации чашек крышками вверх конденсат капает 
на газон, что помогает получению сплошного лизиса. 
Обычно мы инкубируем чашки в большом закрытом 
пластмассовом ящике, на дно которого уложены влажные 
бумажные полотенца. 

III. 1. (Этапы 1 и 2); если урожай фага снимать с чашек да 

наступления сплошного лизиса или спустя несколько ча¬ 
сов по его достижении, то получаются препараты с по¬ 
ниженным титром. Момент наступления сплошного лизи¬ 
са зависит от размера бляшек, количества высеянных 
на чашку фага и клеток, а также от скорости роста кле¬ 
ток. В случае фага дикого типа при описанных выше 
условиях сплошной лизис наступает примерно через 6 ч. 
Если фаг образует мелкие бляшки, то это время может 
возрасти до 8 ч. Когда чашки охлаждают, верхний агар- 
становится более твердым и уже не смещается при на¬ 
слаивании жидкости. За ночь фаг из верхнего агара диф¬ 
фундирует в налитую на чашку жидкость. 
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2. (Этапы 3, 4 и 5); добавляют хлороформ, поскольку он 
убивает все клетки и предотвращает бактериальный рост 
при длительном хранении. Чтобы в хлороформе не нака¬ 
пливались продукты окисления, в него добавляют эти¬ 
ловый спирт [несколько капель на пинту (~0,5 дм 3 ) 
хлороформа]. На этой стадии полученный с чашек пре¬ 
парат фага можно хранить. Если такие препараты по¬ 
местить в герметически закрытые пробирки, их можно 
хранить в течение примерно 5 лет. Если из очищенного 
фага будете выделять ДНК, то работайте аккуратно и 

не захватите кусочков агара, который является мощ¬ 
ным ингибитором многих ферментов, работающих на 
ДНК. Его не так просто удалить и при Очистке в гра¬ 
диенте плотности СзСІ, так как часть агара обладает 
той же плотностью, что и фаг, и характеризуется высо¬ 
ким коэффициентом седиментации. Если же выделяемый 
препарат фага будет все же загрязнен агаром, то часть 
этого агара можно удалить, проведя центрифугирование 
перед очисткой фага в градиенте плотности СзСІ. Не 
центрифугируйте фаг дольше, чем это необходимо для 
осветления. При излишнем сжатии осадка частицы фага 
могут повредиться, что приведет к потерям ДНК. 

3. (Этап 6); если фаг не подвергался излишнему сжатию, 
то его очень легко суспендировать. Тем не менее лучше 
оставить осадок фага набухать в жидкости в течение не¬ 
скольких часов на холоду перед тем, как суспендировать 
его, применяя физическое воздействие. При втором, очень 
кратковременном центрифугировании удаляются остатки 
обломков клеток и агара, а фаг не теряется. Если из пре¬ 
парата будете выделять ДНК, а он загрязнен агаром, то 

проведение этапа 6 обязательно. 


Методика 3 

Быстрый метод получения трансдуцирующего фага Р22 

1. Засейте 1 мл бульона ЬВ тем штаммом, который хотите ис¬ 
пользовать в качестве донора. Вырастите культуру до насы¬ 
щения. После инкубации в течение ночи при 37°С культура 
должна содержать 2- ІО 9 клетка/мл. 
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2. Заразите фагом Р22 (НТ, іпі~) с множественностью 0,01—0,1 
фаговых частиц на клетку. Обычно к 1 мл ночной культуры 
добавляют 4 мл бульона Р22. Бульон Р22 — это бульон ЁВ 
с полным количеством солей Е (1х), содержащий 0,2% глю¬ 
козы и 5- ІО 6 БОЕ/мл фага Р22 (НТ, іпі~). В такой среде 
фаг довольно стабилен при комнатной температуре. Исполь¬ 
зуемый мутант фага - Р22 осуществляет неспецифическую 
трансдукцию с повышенной частотой (НТ; ЗсЬтіе^ег, 1972) 
и не образует устойчивых лизогенов (іпі~) . 

3. Инкубируйте в течение 5—18 ч при 37°С при встряхивании. 
Культура может не просветлеть. 

4. Низкоскоростным центрифугированием удалите клетки и их 
обломки. 

5. Надосадочную жидкость перенесите в пробирку с 0,5 мл хло¬ 
роформа, перемешайте в смесителе. 

6. Оттитруйте лизат (см. методику 1). Он должен содержать 
10 10 -—10 й частиц фага в 1 мл. 

Обсуждение 

Следует заметить, что при суспендировании отдельной бляш¬ 
ки фага Р22 в 4 мл бульона ЬВ получается суспензия с кон¬ 
центрацией около ІО 6 частиц фага в 1 мл. Поэтому такую сус¬ 
пензию можно использовать как источник фага для получения 
препарата из отдельной бляшки любого фага Р22 описанным 
выше методом. 

Литература 

ЗсНтіе^ег Н., 1972. РЬа§е Р22 тиіапіз \ѵШі іпсгеавесі ог (Зесгеазей Ігапзйисііоп 
аЫІІІІез, Моі. Оеп. Оепеі, 119, 75. 


Методика 4 

Очистка фага 

Эти методики можно использовать последовательно, а можно 
прямо приступать к равновесному центрифугированию. 

I. Ступенчатые градиенты С$С1 для ротора Весктап 50.1 

А. Для очистки от белков фаг лучше всего осадить в раство¬ 
ре СзСІ из верхней части пробирки. 
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1. На дно нитроцеллюлозной пробирки размером ѴгХ2 дюйма 1 
от центрифуги Вескшап налейте 1 мл раствора 5,0 М СзСІ, 
10 мМ Мд30 4 , Ю мМ трис (рН 8) и 0,1 мМ Иа 2 -ЭДТА 
(Р-1,6). 

2. Наслоите 3 мл раствора 3,0 М СзСІ, 10 мМ М§30 4 , 10 мМ 
трис (рН 8) и 0,1 мМ Иаг-ЭДТА (р=1,4). 

3. Наслоите 1 мл суспензии фага в буфере для разведения фа¬ 
га Я (10 мМ М§30 4 и 10 мМ трис, рН 7,5). Если фаг уже 
находится в растворе СзСІ (р=1,5), то сначала разведите 
0,5 мл такой суспензии фага 0,5 мл буфера для разведения 
фага Я. 

4. Центрифугируйте в роторе 5\Ѵ50.1 при 30 000 об/мин в те¬ 
чение 1 ч при 20°С. 

5. Шприцом на 1 мл с иглой 5/8 дюйма номер 25 проколите 
пробирку сбоку и отберите фаг. Отбирайте не более 0,5 мл. 

Б. Для очистки от ДНК и РНК лучше всего сделать так, чтобы 
фаг всплыл со дна пробирки в растворе СзСІ. 

1. На дно нитроцеллюлозной центрифужной пробирки налейте 
0,5 мл фага, суспендированного в растворе СзСІ с плотно¬ 
стью, соответствующей плавучей плотности фага (т. е. с 

Р— 1,5) • 

2. Добавьте равный объем (0,5 мл) насыщенного (при 25°С) 
раствора СзСІ (7,2 М) в 10 мМ М§30 4 , 10 мМ трис. (рН 8) 
и 0,1 мМ Ца 2 -ЭДТА (р = 1,92). Хорошо перемешайте. 

3. Наслоите 3 мл раствора 5,0 М СзСІ в 10 мМ М§30 4 , 10 мМ 
трис (рН 8) и 0,1 мМ № 2 -ЭДТА (р = 1,6). 

4. Наслоите 1 мл раствора 3,0 М СзСІ в 10 мМ М§30 4 , 10 мМ 
трис (рН 8) и 0,1 мМ Ца 2 -ЭДТА (р = 1,4). 

5. Центрифугируйте в роторе ЗЯѴ50.1 при 30 000 об/мин в те¬ 
чение 1 ч при 20°С. 

6. Шприцом на 1 мл с иглой 5/8 дюйма номер 25 проколите 
пробирку сбоку и отберите фаг. Отбирайте не более 0,5 мл. 


И. Равновесный градиент для ротора 8>Ѵ 50.1 


1. Перенесите фаг, суспендированный в 4,0 М СзСІ, 10 мМ 
М§30 4 , 10 мМ трис( рН 8) и 0,1 мМ Ца 2 -ЭДТА (раствор 
СзСІ с плотностью равной плавучей плотности фага) в нитро¬ 
целлюлозную пробирку размером ’/гХ2 дюйма от центрифуги 
Вескшап. 

2. Центрифугируйте в роторе 5\Ѵ50.1 при 30 000 об/мин при 
20°С в течение по крайней мере 16 ч. 


1 1 дюйм равен примерно 2,5 см. —• Прим. ред. 
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3. Шприцом на 1 мл с иглой 5/8 дюйма номер 25 проколите 
пробирку сбоку и отберите фаг. 

4. Отбирайте не более 0,5 мл. 


Обсуждение 


I. А. Как фаг %, так и фаг Р22 имеют плотность около 1,5 г/мл. 

Точная плотность фага Я зависит от того, сколько в нем 
содержится ДНК- С увеличением количества ДНК в час¬ 
тице плотность фага возрастает. Ступенчатый градиент 
состоит из двух слоев раствора СзСІ с плотностями 1,6 и 
1,4 г/мл. Осаждающийся при центрифугировании фаг за¬ 
держивается на границе между этими растворами. После 
того как растворы наслоены, следует отметить границу 
между ними, нанеся черту снаружи пробирки. Это помо¬ 
жет определить положение полосы фага после центрифу¬ 
гирования. Плотность белковых примесей составляет око¬ 
ло 1,3 г/мл, и в растворе СзСІ с плотностью 1,4 г/мл они 
должны всплывать. Плотность ДНК и РНК, однако, боль¬ 
ше плотности фага, и поэтому они могут оказаться разма¬ 
занными по всеми градиенту. 

Б. Это обращенный ступенчатый градиент, в котором фаг 
всплывает к границе между слоями с разными плотнос¬ 
тями. При смешивании суспензии фага в растворе СзСІ 
с плотностью, равной плавучей плотности фага (р = 1,5), 
с равным объемом насыщенного раствора СзСІ получает¬ 
ся раствор с плотностью 1,7 г/мл. Примеси ДНК (р = 1,7) 
и РНК (р —1,9) должны отделяться от всплывающего 
фага. 

II. При использовании этого метода достигается хорошая 
очистка, но требуется более продолжительное центрифу¬ 
гирование. Примеси РНК, ДНК и некоторых белков за 
16 ч равновесия не достигают и оказываются распреде¬ 
ленными по всему градиенту. Данный метод обладает тем 
преимуществом, что градиент, в котором фаг концентри¬ 
руется при равновесной плотности, оказывается гораздо 
боЛее пологим, чем описанный выше ступенчатый гради¬ 
ент. Поэтому если препарат фага гетерогенен и содержит 
частицы с ДНК разной длины, то после центрифугирова¬ 
ния можно обнаружить не одну, а несколько полос фага. 

Слабую полосу фага лучше всего наблюдать, напра¬ 
вив на пробирку сверху коллимированный пучок света 
от осветителя для микроскопа. Поломы лучше выявляют¬ 
ся, если за пробиркой поместить черный экран. 


3—301 
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ВОК&Т 5І2Е 

П 



ОпІ В лаборатории может взрываться (Ьигзі) и лопаться многое, в том чис¬ 
ле и эксперименты. Однако «Ьигзі зіге» 1 — это просто число фаговых частиц, 
получающихся в отдельной клетке бактерии-хозяина. 

Методика 5 

Транспозиция элемента Тп 10 

I. Получение дефектного трансдуцирующего фага 
из штамма N1^ 337 

Дефектный трансдуцирующий фаг с транспозоном Тп 10 получа¬ 
ют при индукции штамма ЫК337. Этот сложный лизоген (см. 

1 Непереводимая игра слов: Ьигзі — взрываться, а Ьигзі зіге — выход 
фага. 



5. Транспозиция элемента Тп 10 
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обсуждение) крайне нестабилен, и его следует хранить при 

—70°С или в лиофилизированном виде. 

1. Рассейте штамм N1037 до отдельных колоний, проверьте его 
температурочувствительность. (Чувствительность к темпера¬ 
туре свидетельствует о наличии профага с мутацией с21з.) 
Чувствительность к температуре проверяют, сравнивая эффек¬ 
тивность образования колоний при 30 и при 42°С. 

2. Вырастите ночную культуру штамма ІЧК337 объемом 30 мл 
при комнатной температуре (ниже 30°С). 

3. Разведите культуру, перенеся все 30 мл в 1500 мл супербуль¬ 
она (см. приложение 1). Культуру в супербульоне вырастите 
до плотности —3-10 8 клетка/мл (СЮб 5 о = 0,5; в качестве кон¬ 
троля обязательно используйте супербульон) при температу¬ 
ре 30°С или ниже. 

4. Перенесите культуру в качалку в водяной бане на 39°С. 

5. Инкубируйте со встряхиванием в течение 3 ч, или пока куль¬ 
тура не лизирует. 

6. Добавьте хлороформ (20 мл), перетрясите, подождите и опять 
перетрясите. (Клетки в супербульоне, по-видимому, плохо ли¬ 
зируют под действием хлороформа. Повторение в течение 
15 мин циклов встряхивания и нескольких минут покоя при¬ 
водит, как кажется, к хорошему результату). 

7. Проведите низкоскоростное центрифугирование, чтобы уда¬ 
лить обломки клеток (иногда оказывается необходимым про¬ 
вести несколько повторных центрифугирований). Соберите 
надосадочную жидкость. Большинство препаратов лизирует 
хорошо и становится прозрачными уже после первого центри¬ 
фугирования. 

8. Добавьте отростки фага (методику см. ниже). 

9. Сконцентрируйте частицы фага, проведя высокоскоростное 
центрифугирование (см. методику 2), 

10. Титр фага можно определить, проведя трансдукцию штамма 
ТК4368 (Ні 5-644 [Р22 зіе А27]) к Те1 к . Такая трансдукция 
дает оценку числа функциональных частице элементом ТпЮ. 
Этот элемент можно перенести с помощью трансдукции в 
профаг реципиента потому, что с обеих сторон от Тп 10 име¬ 
ются гомологичные профагу последовательности фаговой 
ДНК. Титр частиц примерно в ІО 3 раз превышает число 
трансдуктантов Те1 Е , которые обнаруживаются в таком 
опыте. 

11. После добавления отростков фага (см. ниже) из 1,5 л куль¬ 
туры получается ~5- ІО 12 фаговых частиц. 

II. Добавление отростков к головкам фага Р22 

Многие частицы фага, полученные после индукции клеток, 
лизогенных по фагу Р22, оказываются без отростков. Отрост¬ 
ки можно присоединить к таким частицам, пользуясь при- 


3 * 
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веденной ниже методикой, в основе которой лежит метод 
Израиля и др. (Ізгаеі еі аі., 1967). 

Эта методика включает получение лизата мутанта фага, 
дефектного по головке. Фаг этот несет также мутацию 13~, 
которая предотвращает лизис и способствует накоплению 
больших количеств отростков. Для получения хвостовых от¬ 
ростков фага Р22 используется штамм Р22-503 (с 1-7 
/2атШ14 /ЗатНІОІ), а в качестве его хозяев — штаммы 
Заітопеііа ТК248 (су$Л1349 ат НізС527 ат) и ТН251 
(щ'5Л1349ат /и'5С527ат зирИ [би1+]). 

А. Получение хвостовых отростков 

1. Вырастите препарат фага Р22-503 на клетке-хозяине ТК251 
(методики 2 и 3). 

2. Проверьте концентрацию ревертантов, высевая полученный 
препарат фага на штамм ТР251 (пермиссивный для амбер- 
мутантов) и на штамм ТР248 (непермиссивный для амбер- 
мутантов). 

3. Вырастите 2 л культуры ТН248 в бульоне ЕВ при 37°С до 
плотности ~2- ІО 8 клетка/мл. 

4. Заразите фагом Р22-503 с множественностью заражения 5 фа¬ 
гов на клетку. 

5. После заражения инкубируйте в течение 90 мин при 37°С со 
встряхиванием. 

6. Осадите зараженные клетки цетрифугированием (6000 об/мин, 
10 мин) и ресуспендируйте их в физиологическом растворе 
(Ѵіоо исходного объема). 

7. Лизируйте клетки, добавив хлороформ и интенсивно встря¬ 
хивая. 

8. Обработайте ДНКазой (10 мкг/мл) в течение 10 мин при ком¬ 
натной температуре. 

9. Отцентрифугируйте препарат в течение 15 мин при 5000 
об/мин, чтобы удалить обломки клеток. 

10. Чтобы удалить все целые фаговые частицы, центрифугируй¬ 
те в течение 2 ч при 17000 об/мин. Проведите повторное 
центрифугирование. Каждый раз собирайте надосадочную 
жидкость и отбрасывайте осадок. 

11. Проверьте надосадочную жидкость на содержание в ней ин¬ 
тактного фага, высеяв ее на газон ТК251. Фага должно 
содержаться менее чем 10 4 БОЕ/мл. 

Б. Присоединение хвостовых отростков к головкам 

Смешайте суспензии отростков и головок фага и инкубируй¬ 
те в течение 2 ч при 30°С. Проводя высев, следите за нара¬ 
станием титра фага. Чтобы насытить — 5-10 12 головок, по¬ 
лученных при индукции культуры 1МК337 объемом 1,5 л, ис- 




5. Транспозиция элемента Тп 10 
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пользуйте препарат отростков фага, полученный из культуры 
объемом 2 л. 

III. Транспозиция при трансдукции 

1. Вырастите реципиентные клетки в бульоне ЬВ до плотности 
5- ІО 8 клетка/мл. 

2. С помощью центрифугирования (5000 об/мин, 10 мин) скон¬ 
центрируйте клетки в 10 раз (ресуспендируйте осадок в 
7ю исходного объема). 

3. Заразите фагом с множественностью заражения 0,8 частицы 
на клетку. Проведите адсорбцию в бульоне ЬВ в течение 
30 мин при 37°С. 

4. Высейте зараженные клетки на чашки Сгееп + тетрациклин 
(25 мкг/мл) +ЭГТА (10 мМ). Чашки инкубируйте при 4ГС. 
Переколите колонии и выявите среди них мутантов. 

5. Колонии Теі в должны появляться с частотой 1 на ІО 5 — 10 6 
зараженных клеток. Если используется описанная выше ме¬ 
тодика и если считать, что добавляется очень небольшой 
объем фага, то 0,1 мл зараженных клеток приводит к обра¬ 
зованию 200 колоний Теі в . Около 1% клонов Те1 в оказыва¬ 
ются аукстрофами. 


Обсуждение 

I. Эта методика получения дефектного трансдуцирующего фа¬ 
га описана Клекнером и др. (Кіескпег еі аі., 1975). Фаг по¬ 
лучают при индукции лизогенного штамма 1МК337 под дей¬ 
ствием высокой температуры. Генотип штамма N14337: 
НізС527 Іей - 414 зирЕ (Р22 с2із29 72атШ1 ІЗатНІОІ 
іпі-ЗТпІО). 

Имеющийся в этом штамме супрессор супрессирует ам- 
бер-мутации в генах 12 и 13 фага. Индукция при 40°С про¬ 
исходит из-за мутации с2із29. Мутация в гене іпі фага обу¬ 
словливает высокую частоту неправильного вырезания про¬ 
фага, и в результате фаги получаются дефектными, но 
включают элемент Тп 10. 

II. Методика транспозиции при трансдукции основана на том, 
что клетки заражают фагом, с Тп 10 таким образом, что ин¬ 
теграция транспозона в результате лизогенизации или в ре¬ 
зультате обычной рекомбинации оказывается невозможной. 
Фаг, несущий Тп 10, является с2і з, и поэтому при высокой 
температуре не может установиться состояние репрессии. 
Этот фаг также мутантен по генам 12 и 13, так что в ре- 
ципиентных шш-клетках происходит лишь очень незначи¬ 
тельная репликация такого полного фага. Наконец, мута¬ 
ция іпі~ приводит к тому, что большинство фагов в препа- 
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рате оказывается дефектными из-за неправильного выреза¬ 
ния (см. выше разделы о выращивании дефектного фага 
Р22 и соединении его с отростками). 

Мутация іпіг у ре.ципиента препятствует также интегра¬ 
ции генома любого фага, избежавшего действия указанных 
выше рестрикций. Предотвращается также и гомологичная 
рекомбинация, так как транспозон Тп 10 встроен в геном 
фага, а используемый реципиент не содержит фаговых по¬ 
следовательностей. 

Трансдукционные чашки содержат ЭГТА, который хела¬ 
тирует ионы Са 1 2 + и тем самым препятствует адсорбции фа¬ 
га. В результате предотвращается размножение на транс- 
дукционной чашке жизнеспособного фага. Использовать 
чашки Огееп не обязательно, но они недороги и позволяют 
выявлять те колонии, в которых размножается фаг (такие 
колонии оказываются темно-зелеными). Незаряженные ко¬ 
лонии и колонии стабильных лизогенов оказываются бледно- 
окрашенными. 


Литература 

Ізгаеі I. V., Апйегзоп Т. Р., Ьеѵіпе М., 1967. Іп ѵііго тогрЬокепезіз о! рЬа§е 
Р22 Ггот ііеасіз апй Ъазе-рагіз, Ргос. №11. Асагі. $сі., 57, 284. 
Кіескпег N.. Скеп Р., Туе В.-К-, Воізіеіп О., 1975. Миіаріепезіз Ьу іпзегііоп 
о! а йги^-гезЫапсе еіетепі саггуіпд ап іпѵегіесі гереііііоп, І. Мо]. Ві- 
оі., 97, 561. 


Методика 6 

Отбор мутантов Те! 3 4 5 среди штаммов, 
несущих элемент Тп 10 

1. Вырастите в бульоне БВ ночную культуру штамма, несущего 
транспозон Тп/0. 

2. Разведите культуру и высейте ее с селективной средой Бох- 
нера ~ ІО 6 клеток. 

3. Инкубируйте чашки при 37°С. 

4. Отберите колонии уколом и рассейте их до отдельных коло¬ 
ний. 

5. Проверьте на устойчивость к тетрациклину. 




7. Выявление Я с функционирующим геном |3 - лактамазы 
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Обсуждение 

При работе со штаммами, несущими элемент Тп 10, часто бы¬ 
вает полезно уметь отбирать мутантов, утративших устойчи¬ 
вость к тетрациклину. Такая утрата транспозона дает возмож¬ 
ность повторно использовать Тп 10 при конструировании штам¬ 
мов и, кроме того, позволяет проводить отбор делеций и инвер¬ 
сий, индуцированных Тп 10. Описанная здесь методика такого 
отбора разработана Бохнером и др. (ВосЬпег еі аі., 1980). Де¬ 
тальные основы такого отбора не вполне ясны, но известно сле¬ 
дующее: 

1. При автоклавировании хлортетрациклин превращается в 
соединение, индуцирующее функцию устойчивости, прису¬ 
щую Тп 10. Это индуцирующее соединение не токсично для 
клеток. 

2. Рост клеток, у которых индуцирована устойчивость к те¬ 
трациклину, подавляется фузаровой и хинальдиновой кис¬ 
лотами. Те клетки, которые в результате мутации утрати¬ 
ли детерминанты устойчивости к тетрациклину, становятся 
устойчивыми к фузаровой или хинальдиновой кислоте. 

3. Фузаровая и хинальдиновая кислоты представляют собой 
липидорастворимые вещества, способные хелатировать 
двухвалентные катионы. 

4. Если в среду добавлено железо или марганец, то хиналь¬ 
диновая и фузаровая кислоты уже не оказывают инги¬ 
бирующего действия. 

5. Важно, чтобы высевались небольшие количества клеток 
(<10 б на чашку). 


Литература 

ВосНпег В., Ниап§ Н.-С., ЗсНіеѵеп С., Атез В. N.. 1980. Розіііѵе 8е1есііоп$ 
Іог 1о55 о! Іеігасусііпе гезізіапсе, .1. Васіегіоі., 143 , 926. 


Методика 7 

Выявление фага Я с функционирующим геном 
(3-лактамазы на чашках КесІ 

Эта методика позволяет визуально выявлять фаги с функ¬ 
ционирующим геном (3-лактамазы. Ее можно использовать для 
идентификации таких производных фага Хатр, у которых мута- 
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ция приводит к дефекту по р-лактамазе. Суть этой методики об¬ 
суждается ниже. 

1. Накануне эксперимента разлейте чашки Нед (приложе¬ 
ние 1). 

2. Вырастите культуры ОВ6430 и БВ4383 в бульоне ТѴМ 
при 37°С до плотности 3-10 8 клетка/мл. Перед использо¬ 
ванием не храните их очень долго (даже во льду). 

3. Разведите фаг так, чтобы при высеве на чашку 0,1 мл 
разведения образовалось 40—100 бляшек. Добавьте 0,1 мл 
такого разведения фага к 0,1 мл культуры ЭВ4383 и ин¬ 
кубируйте смесь в течение 20 мин при комнатной темпе¬ 
ратуре. 

4. К этой смеси добавьте 0,1 мл культуры >ОВ6430, смешай¬ 
те с 2,5 мл верхнего агара для фага А. и вылейте на чаш¬ 
ку Нед. Инкубируйте при 34°С. 

5. Через 25 ч после высева поглядите на чашки и затем про¬ 
делывайте это каждые несколько часов. 

6. Важно проверить эту методику, высеяв контрольные фаги 
(просто Хатр, X без атр и смесь этих фагов). 

Обсуждение 

В этой методике используется тот факт, что, когда р-лакта- 
маза выделяется в среду, она разрушает ампициллин и спаса¬ 
ет оказавшиеся рядом чувствительные §аІ+- клетки. Такие спа¬ 
сенные ^аД-клетки сбраживают галактозу, восстанавливают 
тетразолий и образуют вокруг бляшки красный ореол. Для обе¬ 
спечения роста фага на чашки высевают также и ^аД-клетки. 
Эти ^аД-клетки устойчивы к ампициллину (но не выделяют 
р-лактамазы). ^аД-Бактерии могут выступать в роли клеток- 
хозяев для фага, но не восстанавливают тетразолий (не дают 
красной окраски). Таким образом, клетки §тгДАтр к (ЭВ4383) 
могут расти по всей чашке, но не дают окраски. Клетки же 
^аДАтр 3 (ЭВ6430) растут (и дают окраску) лишь вблизи 
бляшки фага X, продуцирующего р-лактамазу ( Ыа+). 

Важно подобрать концентрацию ампициллина на таких 
чашках для каждой используемой партии этого препарата. Это 
должна быть та минимальная концентрация ампициллина, при 
которой подавляется рост клеток ЭВ6430 в газоне. 



3. Индукция мутаций гидроксиламином 
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Методика 8 

Индукция мутаций гидроксиламином 


I. Выделение мутаций в фаге или клонированном гене 
(например, в гене р-лактамазы) 

1. Смешайте 0,4 мл буфера фосфат-ЭДТА (0,5 М КР0 4 , рН 6,0, 
и 5 мМ ЭДТА), 0,5 мл стерильной воды, 0,8 мл раствора гид- 
роксиламина (свежеприготовленный 1 М ИНгОН при рН 6; 
0,56мл/4М N3014 добавлено к 0,35 г ЫН 2 ОН и доведено сте¬ 
рильной водой до 5 мл), 0,1 мл стерильного 0,2 М М§50 4 
(для фага X) и 0,2 мл препарата фага (ІО 9 —10 й БОЕ/мл). 

2. Приготовьте контрольную пробу (вместо гидроксиламина до¬ 
бавлена стерильная вода). 

3. Инкубируйте эти смеси при 37°С в течение 12—48 ч. 

4. Периодически (примерно через каждые 6—8 ч) отбирайте 
пробы, разводите их ‘/юо холодной средой БВ5Е (среда БВ, 
содержащая ! М ЫаСІ и 1 мМ ЭДТА). Через 1 ч разводите 
их в 2 раза средой для разведения фага % и держите на хо¬ 
лоду. 

5. Каждую пробу оттитруйте на пермиссивных клетках-хозяе- 
вах. Через 24 ч инкубации с гидроксиламином выживаемость 
упадет до нескольких процентов, а в контрольных пробах она 
должна составлять 50—100%. Высевайте на чашки несколько 
таких разведений, чтобы образовалось 1000—3000 бляшек. 
Эти чашки можно будет использовать для определения час¬ 
тоты прозрачных бляшек. Разведения стабильнее, чем про¬ 
бы в БВ5Е, так что оставьте разведения на холоду, чтобы 
потом можно было высеять их на много чашек. 

6. Выделите мутантов фага. Для этого высейте на чашки с пер- 
миссивным хозяином подходящие разведения (чтобы получи¬ 
лось — 100 бляшек на чашке). Уколом стерильными зубочист¬ 
ками отберите бляшки со свежих чашек (<18 ч) и переко¬ 
лите их на чашки с непермиссивным и пермиссивньш 
хозяином (т. е. на свежеприготовленные чашки с соответст¬ 
вующими бактериями, высеянными в верхнем агаре). Часто 
оказывается желательным стерилизовать газон перед тем, 
как уколом отбирать чашки. Для этого чашку держат в те¬ 
чение примерно 10 мин в перевернутом виде над ванночкой 
с хлороформом. 

II. Локализованный мутагенез (по котрансдукции) 

1. Смешайте 1 мл буфера фосфат-ЭДТА, 1,5 мл стерильной во¬ 
ды, 2 мл гидроксиламина и 0,5 мл фага Р22 (2-10 11 — 
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2- ІО 12 БОЕ/мл), выращенного на донорном штамме с каким- 
нибудь маркером, по которому можно проводить отбор и ко¬ 
торый сцеплен с той областью, в которой намереваетесь спе¬ 
цифически получать мутации (Ноп§ апй Ашез, 1971). 

2. Инкубируйте при 37°С в течение 20—50 ч. 

3. Периодически (через каждые 6—8 ч) отбирайте пробы, раз¬ 
водя их в холодной среде БВ8Е. 

4. Сразу же титруйте эти пробы, чтобы определить выживае¬ 
мость и частоту мутаций, приводящих к прозрачным бляш¬ 
кам (см. обсуждение). 

5. Примерно через 30—50 ч (или когда выживаемость составит 
около 0,1—1%) отцентрифугируйте смесь в роторе ЗогѵаІІ в 
течение 2 ч при 1700 об/мин, чтобы осадить,фаг. Ресуспенди- 
руйте осадок в 1 мл среды БВ8Е, просто залив его на ночь 
(периодически встряхивая). (Не разбивайте осадок с по¬ 
мощью пипетки.) 

6. Для трансдукции высейте около 0,1 мл мутагенизирован- 
ного фага и ІО 8 бактерий на чашку. Чашки должны быть со 
средой, которая является селективной для используемого се¬ 
лектируемого сцепленного маркера (например, Теі к ). Когда 
появятся колонии, их нужно перепечатать на чашки-реплики, 
чтобы выявить мутантов, несущих мутации, сцепленные с се¬ 
лектируемым маркером (например, Тп/0). 


Литература 

Ноп§ /.-5., Ате 5 В. N.. 1971. Ьосаіігей тиіа^епеБІз о! апу зресШс Бгпаіі 
ге^іоп о I ІЬе Ьасіегіаі сЬгошозоше, Ргос. №11. Асай. 5сі., 68, 3158. 

Обсуждение 

Гидроксиламин является мощным мутагеном, который мож¬ 
но использовать для обработки іп ѵііго ДНК или ДНК-содержа- 
щих вирусов. Достоинство этого соединения состоит в том, что 
известны его механизм действия и специфичность. Он вызывает 
исключительно транзиции О— ѵА. При правильном его приме¬ 
нении получается очень высокое отношение мутаций к леталям. 
Поэтому им пользуются в тех случаях, когда возникает необхо¬ 
димость в сильном мутагенезе (например, при локализованном 
мутагенезе). Кроме того, следует иметь в виду, что тяжелый хи¬ 
мический мутагенез часто приводит к образованию множествен¬ 
ных мутаций. При работе с умеренными фагами степень мута¬ 
генеза удобно определять, выявляя среди выживших фагов му¬ 
тантов, дающих прозрачные бляшки; имеет смысл следить за 
количеством мутантов, образующих прозрачные бляшки, даже в 
экспериментах по локализованному мутагенезу, так как просто 




9. Отбор делеционных мутантов фага X 


75 


по выживаемости степень мутагенеза надежно установить 
. нельзя. 

I. А. В случае фага Р22 М§С1 2 можно заменить на стерильную 

воду. Фаги X (особенно те, у которых геном больше обыч¬ 
ного) чувствительны к ЭДТА, и потому нужно добавлять 
М^С1 2 . На холоду небольшое количество ЭДТА в среде 
ЬВ5Е не оказывает сильного влияния на выживаемость; 
при разведении в два раза в среде для разведения фагаХ 
активность ионов М^ 2+ восстанавливается. 

Б. В тех случаях, когда мутагеном обрабатывают с+-фаг, по¬ 
лезно определить частоту мутаций, приводящих к появле¬ 
нию прозрачных бляшек. Прозрачные бляшки выявляются 
даже на таких чашках, которые довольно плотно запол¬ 
нены бляшками. При максимально возможном мутагенезе 
прозрачными оказывается около 5% бляшек. 

В. Обычная схема выделения амбер-мутаций в генах фага 
включает высев мутагенизированного фага на чашку с га¬ 
зоном зи+ при 30°С и перекалывание образовавшихся бля¬ 
шек на три чашки: с газоном зи~ (которую инкубируют 
при 40°С), с газоном зи+ (которую инкубируют при 40°С) 
и еще на одну чашку с газоном зи+ (которую инкубируют 
при 30°С). Следуя такой схеме, можно выделить и амбер- 
мутантов, и температурочувствительных мутантов. 

II. А. Важно провести очистку новых мутантов как можно 

раньше, чтобы освободить их от фаговых частиц. В слу¬ 
чае фага Р22 добавление ЭГТА в среду, используемую для 
идентификации мутантов, повысит вероятность выделения 
чувствительных к фагу нелизогенных мутантов. 

Б. См. выше І-Б. 
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Методика 9 

Отбор делеционных мутантов фага X 

1. Получите на чашках препарат чувствительного к ЭДТА фа¬ 
га (см. обсуждение). Фаг элюируйте из агара раствором для 
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разведения фага X без магния. Можно также развести обыч¬ 
ный препарат фага в 5 раз средой для разведения фага Хбез 
магния. 

2. Разведите такой препарат фага, содержащий мало магния, в 
10 мМ ЭДТА (рН 7). Если титр фага в препарате оказался 
слишком низким, чтобы его можно было разводить (ниже, 
чем 10 10 частица/мл), то можно просто добавить в него 
ЭДТА до конечной концентрации 10 мМ, учитывая при этом, 
конечно, содержание М^ 2+ в препарате. 

3. Инкубируйте в течение 30 мин при 48°С. Титр фага должен 
упасть в 10 4 — ІО 5 раз. Если отбираются более протяженные 
делеции или если отбираются делении среди малочувстви¬ 
тельных препаратов фага, то инкубировать одожно и при бо¬ 
лее высокой температуре. 

4. Из обработанного препарата (содержащего не менее ІО 5 час¬ 
тица/мл) отберите 0,1 мл и используйте этот объем для полу¬ 
чения нового препарата фага на чашке. В методике 2 опи¬ 
сано, как это сделать. Пользуйтесь чашками для фага X. 

5. Полученный новый препарат фага опять прогрейте с ЭДТА, 
как это делалось на этапах 1—3. Титр должен упасть не бо¬ 
лее чем в ІО 3 раз. 

6. Суспензию фага, прошедшего повторную обработку, высейте 
для получения отдельных бляшек. Их можно переколоть и 
каждую по отдельности проверить на наличие мутаций (как 
описано в методике 8). Можно также высеять суспензию на 
индикаторные чашки, которые позволяют прямо идентифици¬ 
ровать мутантов (например, на чашки Кеб, как это описано 
в методике 7). 


Обсуждение 

Для поддержания структурной целостности головки фага X 
необходимы ионы магния. Удаление их хелатирующими соеди¬ 
нениями, например ЭДТА или пирофосфатом, приводит к раз¬ 
рушению тех головок фага X, в которых содержание ДНК боль¬ 
ше, чем 96% от содержания ДНК в фаге дикого типа. Поэто¬ 
му, действуя хелатирующими соединениями на препараты фага 
X, можно отобрать из них естественно возникающие там де¬ 
лении. Обычно для этого необходимо провести несколько цик¬ 
лов отбора, так как в любой популяции присутствуют природ¬ 
ные варианты фага X {X*), устойчивые к хелатирующим соеди¬ 
нениям не потому, что они содержат меньше ДНК, а по другим 
причинам (возможно, потому, что у них повышено содер¬ 
жание белка). Обычно при этих последующих циклах проводят 
высев на чашки с хелатирующим соединением. Более подробно 
об этой методике см. в работе Паркинсона и Хаски (Рагкіпзоп 
апб Низкеу, 1971). Необходимо начать работу с фага, геном 
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которого достаточно велик, чтобы он был чувствителен к таким 
хелатирующим соединениям, как ЭДТА. Проще всего опреде¬ 
лить это эмпирическим путем с помощью чашек с ЭДТА. Что¬ 
бы проверить фаг, нанесите его штрихом на газон Е. соіі на 
чашке с триптиказой и ЭДТА (1 мМ). (В зависимости от пар¬ 
тии триптиказы или агара необходимая концентрация ЭДТА 
может варьировать.) Используйте верхний агар также с трип¬ 
тиказой и ЭДТА. Параллельно с такой проверкой фага на сре¬ 
де с ЭДТА нанесите фаг штрихом и на обычные чашки для фа¬ 
га А с верхним агаром для этого фага. На каждую чашку на¬ 
несите и штрихи контрольных фагов А + (дикийтип), и А СІ857 
6515 6519 піпЪ Іпіат29. Сравните размеры бляшек, появивших¬ 
ся после инкубации в течение ночи при 42°С. Чувствительный 
к ЭДТА фаг образует крошечные бляшки (или вообще не об¬ 
разует их). Важно проводить проверку именно путем рассева 
до отдельных бляшек, так как на основании спот-теста надеж¬ 
ных выводов сделать нельзя. 


Литература 

РагЫпвоп 1. 3., НиѳЬеу К. 1., 1971. Цеіеііоп пшІапІБ о! ЬасіегіорЬа^е ІатМа. 
Ізоіаііоп апй іпіііаі сЬагасіегігаІіоп, Л. Моі. Віоі., 56, 369. 


Методика 10 

Тесты на рекомбинацию и комплементацию 
фага іп ѵіѵо 


I. Стандартное скрещивание (для определения частоты 
рекомбинации или для создания рекомбинанта) 

1. Вырастите ночную культуру бактериального штамма, пер- 
миссивного для обоих фагов, которые вы будете скрещивать. 
Определите точный титр каждого из этих фагов (методика 1). 

2. Разведите культуру Ѵюоо в среде ТУМ (если скрещиваете 
фаги А) или в среде ЬВ (если скрещиваете фаги Р22) и под¬ 
растите культуру до плотности не выше, чем 2- ІО 8 клетка/мл 
(по Клеггу, это 40; можно пользоваться также камерой Пет¬ 
рова -- Хауссера). 
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3. Осадите клетки центрифугированием и ресуспендируйте их в 
холодной среде для разведения фага X (если скрещиваете 
фаги X) или в забуференном физиологическом растворе (ес¬ 
ли скрещиваете фаги Р22). Ресуспендируйте таким образом, 
чтобы получилась плотность 4 • 10® клетка/мл. 

4. Каждый из родительских фагов разведите до титра 4-10 9 
фаг/мл. Смешайте их вместе в соотношении 1:1. 

5. 0,2 мл смеси фагов добавьте к 0,2 мл суспензии клеток и 
проведите адсорбцию в течение 15 мин при 37°С. 

6 . Разведите в ІО 4 раз в бульоне ЬВ (но не ТѴМ), предвари¬ 
тельно прогретом до 37°С, и инкубируйте в течение 90 мин. 
После этого добавьте 2 капли хлороформа. 

7. Оттитруйте при условиях, которые пермиссивны для обоих 
родительских фагов (чтобы определить полный титр потом¬ 
ства), и при условиях, непермиссивных ни для одного из фа- 
гов-родителей (чтобы определить титр рекомбинатов). Часто¬ 
та рекомбинации= ( 2 Хт ит Р в непермиссивных условиях): 
(полный титр потомства). 

II. Комплементационный тест по размножению фага 

1. Вырастите ночную культуру хозяина, непермиссивного для 
мутантного фага. Следуйте затем этапам 1 —6 стандартного 
скрещивания, следя за тем, чтобы во время этапов 5 и 6 под¬ 
держивались непермиссивные условия. 

2. Определите полный титр потомства на пермиссивной клетке- 
хозяине в пермиссивных условиях. 

III. Спот-тест на комплементацию мутантов 
фага (X или Р22) 

Можно быстро проверить попарно мутантов фага на комп¬ 
лементацию, проведя спот-тест на чашках, засеянных непермис¬ 
сивной клеткой-хозяином. Удобно проводить адсорбцию одного 
из фагов, тестируемых на комплементацию,-на непермиссивных 
клетках в верхнем агаре, дать агару застыть на чашке, а за¬ 
тем сверху нанести капли другого фага (фагов). Достоверность 
спот-теста сильно возрастает, если по очереди адсорбировать 
на клетках каждый из исследуемых мутантов, так что для каж¬ 
дой пары мутантов проводят реципрокные пары тестов. Часто 
бывает полезно тестировать несколько разведений каждого 
фага. 

1. Вырастите ночную культуру непермиссивной клетки-хозяина 
в бульоне ЬВ. 

2. Разведите клетки '/50 в среде ТУМ (в случае фага X) или ЬВ 
(в случае фага Р22) и подрастите культуру до плотности не 
выше 2 - ІО 8 клетка/мл. 
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3. К 0,2 мл клеток добавьте ІО 7 —ІО 8 частиц того фага, кото¬ 
рый будете тестировать. Добавьте 2,5 мл расплавленного 
верхнего агара для фага X и высейте на чашку для фага X. 
Предварительная адсорбция необязательна. В качестве конт¬ 
роля приготовьте также чашку с бактериальным газоном без 
фага. 

4. После того как агар затвердеет (примерно через 10 мин), 
нанесите стерильным капилляром капли объемом около 20—- 
50 мкл различных препаратов фага, которые должны тести¬ 
роваться. 

Лучшие результаты получаются при использовании ряда 
разведений каждого препарата. Разведения 10 -2 , 10 _3 и 
10 -4 препаратов фага с титром около 10 10 фаг/мл перекрыва¬ 
ют нужный диапазон. На каждой чашке используйте в ка¬ 
честве контролей фаг дикого типа. Другим контролем на каж¬ 
дой чашке служит фаг, адсорбированный на клетках газона. 

5. Инкубируйте в течение ночи при 37°С (или при более высо¬ 
кой температуре, если в тесте участвует температурочувстви¬ 
тельный мутант). 

Комплементация произошла, если даже при высоких раз¬ 
ведениях есть пятно лизиса, кроме, конечно, того пятна, ко¬ 
торое имеется и в соответствующем контроле. В высокой кон¬ 
центрации (низком разведении) фаг иногда может убивать и 
такие клетки, на которых он не может развиваться. От та¬ 
кого типа неразберихи могут уберечь лишь контроли. Всегда 
полезно использовать несколько разведений. 

Результаты спот-теста являются лишь ориентиром. В боль¬ 
шинстве случаев, чтобы подтвердить наличие комплемента¬ 
ции, на самом деле необходимо следить за размножением фа¬ 
га после совместного заражения клеток в жидкой культуре. 

Обсуждение 

I. 1. Для скрещивания два фага с разными генотипами адсор¬ 
бируют на одной и той же пермиссивной бактерии-хозяи¬ 
не. При этом можно использовать любые клетки, лишь 
бы у них не была повреждена система рекомбинации. 
Штамм С600 содержит зирЕ, а штамм ВЫЫ45 содержит и 
супрессор зирЕ, и супрессор зирЕ и, кроме того, явля¬ 
ется ЬзйР- Нз сІМ+. Поэтому в последней клетке-хозяине 
можно проводить скрещивание амбер-мутантов немоди- 
фицированного фага. 

2. По-видимому, рекомбинация выше в экспоненциально 
растущих клетках. Усилить рекомбинацию можно также, 
облучив клетки низкими дозами ультрафиолета до того, 
как будет проведено скрещивание фагов. 
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3. Концентрирование клеток обеспечивает хорошую адсорб¬ 
цию фага. 

4. (Этапы 4 и 5); цель состоит либо в определении частоты 
рекомбинации, либо' в создании рекомбинантного штам¬ 
ма. И в том и в другом случае используется одна и та же 
методика. В обоих случаях очень важно, чтобы условия 
были как можно более пермиссивными. Искажения при 
скрещиваниях, обусловленные селекцией, могут легко 
привести к невозможности интерпретировать полученные 
результаты или к слишком низкой частоте появления ис¬ 
комых рекомбинатов. Очень важным фактором является 
множественность заражения. Она должна быть достаточ¬ 
но высокой, чтобы каждую клетку заразило примерно 
одинаковое число того и другого фага, но не настолько 
высокой, чтобы препятствовать размножению фага. Обыч¬ 
но используют множественность заражения от пяти до 
семи фагов каждого из родительских типов на клетку. 
Рекомендуется определять титры фагов за день-два до 
проведения скрещивания. 

5. (Этап 6); клетки разводят для того, чтобы обеспечить 
хорошую аэрацию при последующем росте и чтобы пред¬ 
отвратить реадсорбцию после лизиса клеток. Использова¬ 
ние на этой стадии бульона ЬВ (который не содержит 
мальтозы) приводит к дополнительному подавлению ре¬ 
адсорбции потомства фага К после лизиса. 

6 . (Этап 7); критериями успешного скрещивания служат 
выход фага (должен быть выше 20), равная передача ро¬ 
дительских маркеров и хорошая адсорбция внесенного 

фага. Обычно, чтобы получить частоты рекомбинации при 
скрещиваниях, определяют все эти параметры. Если 
частоты рекомбинации низки, то важно знать частоту 
ожидаемых ревертантов. Таким удобным контролем слу¬ 
жит заражение каждым из скрещиваемых фагов по от¬ 
дельности. 

II. 1. Тест на комплементацию в жидкой среде проводят почти 
так же, как и скрещивания, за исключением того, что в 
качестве клеток-хозяев при этом выступает непермиссив¬ 
ный штамм бактерий. Здесь также важно заражать клет¬ 
ки равным количеством фагов (множественность зараже¬ 
ния 5—10), определять количество неадсорбированного 
фага и число клеток в момент инфицирования, а также и 
выход фага, что в данном случае и составляет цель экс¬ 
перимента. Чтобы понизить фон неадсорбированного фа¬ 
га, часто пользуются сывороткой против него. При комп¬ 
лементации в жидкой среде очень важно ставить в каче¬ 
стве контроля заражение каждым из родительских 
фагов по отдельности, а также определять частоту реком- 
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6Е0РИКЕИ ЕХРЕНІГПЕМТ 



Для «мыслителей», которые не любят работать в лаборатории, мысленные 
эксперименты (^еёапкеп ехрегішепіз) — это выход из положения, Некоторые 
мысленные эксперименты приносят реальную пользу, а о некоторых лучше бы 
забыть. 


бинации при непермиссивных условиях, так как реверсии 
и рекомбинация могут привести к неожиданно высоким 
выходам. 

При комплементации важно, чтобы адсорбция и зара¬ 
жение проходили при строго непермиссивных условиях. 
Например, при тесте на комплементацию температурочув¬ 
ствительного мутанта и амбер-мутанта используют хозяи¬ 
на зи~ и высокую температуру. Поэтому нужно внима¬ 
тельно следить за температурой, при которой происходят 
адсорбция и рост. В качестве контроля необходимо про¬ 
водить заражение фагом дикого типа и заражение по 
отдельности каждым использованным мутантом в тех же 
самых условиях. 

2. Титровать следует на хозяине, пермиссивном для обоих 
родительских фагов (например, на клетках зи+ при 25°С 


4—301 
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в случае комплементации между температурочувствитель¬ 
ным. мутантом и амбер -мутантом фага). Выводы осно¬ 
ваны на сравнении выхода при совместном заражении с 
выходом при заражении каждым мутантом по отдельнос¬ 
ти и с выходом при заражении фагом дикого типа. 


Методика 11 

Выделение ДНК из фага X 

I. Формамидный метод 

А. 1. Смешайте 1 объем фага в растворе СзСІ с плотностью, 
равной плавучей плотности фага, 10 мМ М§50 4 , 10 мМ 
трис (рН 8), и 0,1 мМ Ыа 2 -ЭДТА с Ую объема 2 М трис 
и 0,2 М Иа г ЭДТА (рН 8,5) в полипропиленовой пробир¬ 
ке от микрофуги. 

2. Добавьте 1 объем формамида и оставьте при комнатной 
температуре на время от 30 мин до нескольких часов. 

3. Добавьте 1 объем Н 2 0. 

4. Добавьте 6 объемов этанола при комнатной температуре. 

5. Осадите ДНК, проведя центрифугирование в микрофуге 
в течение 2 с. 

6 . Слейте надосадочную жидкость. Сполосните осадок 
70%-ным этанолом. 

7. Слейте раствор, которым промывали осадок. Сухой оса¬ 
док растворите в 10 мМ трис (рН 7,5) и 1 мМ Ыа 2 -ЭДТА. 

8 . Для длительного хранения повысьте концентрацию соли. 

Б. 1. Смешайте фаг в растворе СэСІ с плотностью, равной пла¬ 
вучей плотности фага, 10 мМ М§50 4 , 10 мМ трис (рН 8), 
и 0,1 мМ Ыа г ЭДТА с Чю объема 0,2 М Ка 2 -ЭДТА. 

2. Диализуйте против 50% раствора формамида, 0,2 М трис 
(рН 8,5) и 0,02 М Ыа 2 -ЭДТА при комнатной температуре 
в течение 12—24 ч. 

3. Диализуйте- против буфера для хранения ДНК (0,1 М 
ЫаСІ, 0,05 М трис (рН 8,5) и 0,01 М Ыа 2 -ЭДТА). Если 
будете расщеплять препарат ДНК эндонуклеазой ЕсоКІ, 
то диализуйте против 0,1 М К'аСІ, 0,05 М трис (рН 7,4) 
и 0,1 мМ Йа 2 -ЭДТА. 
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4. Необходимо четыре раза сменять буфер в объеме, в 
200 раз превышающем объем диализуемого раствора. 


Литература 

Тііотаз М., Баѵіз К. й 7 -, 1974. Зішііез оп Иіе сіеаѵа^е оі ЬасіегіорЬа^е ІашЬ- 
4а ЭКА ѵіЩ ТГсоЩ гезігісііоп епйописІеазе, Л. Моі. Віоі, 91, 315. 
8(. /оНп Т. (личное сообщение). 


Обсуждение 

Обычно ДНК фага Я выделяют из препарата фага феноль¬ 
ной экстракцией, проводя затем экстракцию эфиром, чтобы уда¬ 
лить растворенный фенол. Нами обнаружено, что при использо¬ 
вании формамидного метода полученная ДНК содержит меньше 
одноцепочечных разрывов и обладает большей инфекционно- 
стью. Возможно, что при этом не удаляются фаговые белки, ос¬ 
тающиеся в виде «теней» бактериофага. Мы не наблюдали, од¬ 
нако, чтобы при использовании таких препаратов ДНК каким- 
либо образом ингибировалась работа большинства ферментов. 
По-видимому, при обработке формамидом ДНК фага выпры¬ 
скивается через хвостовой отросток. 

А. 1. Ка 2 -ЭДТА добавляют для того, чтобы хелатировать ионы 

м§- 2+ . 

2 . Выпрыскивание ДНК происходит, очевидно, очень быстро. 
Однако длительный контакт с формамидом, по-видимому, 
не оказывает на ДНК повреждающего действия. 

3. Воду добавляют для того, чтобы СзСІ не выпал в осадок 
после добавления этанола. 

4. (Этапы 4 и 5); ДНК быстро образует преципитат, и обыч¬ 
но для этого не требуется охлаждать раствор. Если цент¬ 
рифугирование не будет таким кратковременным, то ДНК 
трудно будет ресуспендировать. 

5. (Этап 6); осадок споласкивают, чтобы удалить остатки 
СзСІ и формамида. 

6 . (Этапы 7 и 8); ДНК быстрее всего растворяется при 
очень низкой концентрации соли. Однако при длитель¬ 
ном хранении (в течение месяцев) ДНК меньше дегради¬ 
рует при более высоких концентрациях соли и Ыа 2 -ЭДТА. 

Б. Эта методика аналогична приведенной выше, но в дан¬ 
ном случае добавление и удаление формамнда проводят с 
помощью диализа. При этом не требуется осаждения эта¬ 
нолом. В формамиде могут содержаться примеси, кото¬ 
рые не удаляются при осаждении спиртом. Очевидно, все 
то, что в процессе диализа может поступать внутрь меш¬ 
ка, может при последующем диализе удаляться оттуда. 

4 ** 
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Эта методика, по-видимому, лучше всего подходит для 
получения больших количеств ДИК фага X, так как боль¬ 
шой осадок ДНК после осаждения этанолом может рас¬ 
творяться плохо. 


II. Быстрый метод выделения ДНК фага X 

1. Получите обычный препарат фага X на чашках, используя 
среды с агарозой. 

2. Охладите чашки. Налейте на них по 5 мл холодного буфера 
для разведения фага X. Оставьте чашки на ночь при 4°С. 

3. Пипеткой перенесите 0,4 мл осветленного лизата в пробир¬ 
ку на 1,5 мл от микрофуги. Оставшийся лизат можно со¬ 
хранить для целей культивирования. 

4. Добавьте 1 мкл диэтилоксидифордоата при комнатной тем¬ 
пературе. 

5. Добавьте 10 мкл 10%-ного раствора ДСН (додецилсульфа- 
та натрия). Перевернув пробирку, перемешайте содержимое. 

6 . Добавьте 50 мкл раствора 2 М трис и 0,2 М Ыа 2 -ЭДТА 
(рН 8,5). Перемешайте. 

7. Инкубируйте в течение 5 мин при 70 о С, прикрыв сверху 
крышкой. 

8 . Добавьте 50 мкл 5 М ацетата калия. 

9. Охладите пробирки и поместите их в лед, по крайней мере 
на 30 мин. 

10. Осадите преципитат центрифугированием в микрофуге в те¬ 
чение 15 мин. 

11. Надосадочную жидкость слейте в новую пробирку. 

12. Заполните пробирку этанолом при комнатной температуре. 

13. Отцентрифугируйте в микрофуге в течение 5 мин. 

14. Слейте надосадочную жидкость. Переверните пробирку и 
поставьте ее на бумажное полотенце, чтобы позволить жид¬ 
кости стечь. Вся жидкость должна либо стечь, либо ее нуж¬ 
но испарить, однако нельзя пересушить осадок. 

15. Растворите осадок ДНК в 50 мкл раствора: 

10 мМ трис (рН 7,5), 

1 мМЫаз-ЭДТА, 

10 мкг/мл РНКазы А. 

16. Обычно достаточно 5 мкл на одну пробу по рестрикции и на 
одну дорожку в геле. 


Обсуждение 

1. Неочищенный агар сильно ингибирует большинство рестрик- 
тирующих эндонуклеаз и других ферментов, работающих на 
ДНК. Это ингибирующее действие может быть обусловлено 
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сульфонированными углеводородами. Выделяемая этим ме¬ 
тодом ДНК фага X происходит как из частиц фага, так и из 
свободной, выделенной в среду ДНК. После расщепления эн¬ 
донуклеазой ДНК Е. соіі распределяется при электрофорезе 
по всей полоске гелия. Это позволяет увидеть лишь полосы 
ДНК фага X, которых в молярном отношении оказывается 
больше. 

2. При охлаждении чашек повышается твердость агарозы. Это 
предотвращает суспендирование агарозы при наслаивании и 
сборе жидкости с чашек на следующем этапе. Фаг и фаго¬ 
вая ДНК диффундируют из верхнего слоя агарозы в насло¬ 
енную жидкость. При охлаждении чашек и использовании 
холодного буфера для разведения фага X снижается также 
деградация ДНК после того, как она диффундирует в на¬ 
слоенную жидкость. 

3. С агарозной чашки, как и с обычной чашки, получается 4 мл 
препарата фага с титром ІО 10 частиц фага в 1 мл. В 0,4 мл 
такого препарата содержится столько фага и фаговой ДНК, 
сколько нужно примерно на десять полосок в геле. 

4. Диэтилоксидиформат добавляют, чтобы инактивировать нук¬ 
леазы. На начальных этапах нуклеазы, по-видимому, инги¬ 
бируются агарозой, так как при 37° С ДНК не деградирует 
до тех пор, пока ее вместе с наслоенной жидкостью не сни¬ 
мут с чашки. 

5. ДСН денатурирует белки и приводит к выделению ДНК из 
фаговых частиц. 

6. Трис добавляют для того, чтобы забуферить раствор, так 
как диэтилоксидиформат вызывает образование около 30 мМ 
С0 2 . Ыаг-ЭДТА добавляют, чтобы хелатировать ионы М§ 2 + 
в буфере для разведения фага X. 

7. Смесь нагревают до полной денатурации белка. 

8 . Добавление ацетата калия приводит к выпадению осадка 
денатурированных белков с калиевой солью додецилсульфа- 
та. Ацетат калия добавляют перед тем, как охладить пробир¬ 
ки, в результате чего преципитат образуется медленнее и 
оказывается мельче. Такие преципитаты легче удалять с по¬ 
мощью центрифугирования. 

9. Охлаждение обеспечивает полноту преципитации. 

10. Если часть преципитата при центрифугировании не села на 
дно, то резко встряхните пробирку, чтобы удалить захва¬ 
ченный преципитатом воздух, и проведите повторное центри¬ 
фугирование. 

11. Постарайтесь не терять осадка. Если надосадочная жид¬ 
кость оказалась мутной, то проведите повторное центрифуги¬ 
рование. 

12. Высокомолекулярная ДНК в полученном препарате легко 
осаждается этанолом. Препарат не следует охлаждать, так 
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как при низких температурах могут выпасть в осадок и 
нежелательные примеси. 

13. (Этапы 13 и 14); ацетат калия очень хорошо растворим в 
этаноле, так что соль в осадок не выпадает. Для удаления 
растворимых примесей и ацетата калия важно, чтобы из 
пробирки стекла вся жидкость. Если жидкость из пробирки 
не стекает, ее можно удалить тонким кончиком фитиля из 
хлопчатобумажной ткани или ваты. 

14. (Этап 15); РНКазу добавляют, чтобы удалить примесь 
РНК, которая может ингибировать многие ферменты, рабо¬ 
тающие на ДНК- Расщепленную РНК можно не удалять. 


Литература 


Сатегоп /. Я., Ркіііррзеп Р., Паѵіз Я. ХР„ 1977. Апаіузіз о! сЬготозотаІ 
ігНе§;гаІіоп апсі сіеіеііопз о! уеазі ріазтісіз, Мисіеіс АсМз Кез„ 4, 
1429. 

III. Выделение ДНК из термоиндуцибельных лизогенов 5ат7 

1. Рассейте лизогенные бактерии для получения отдельных ко¬ 
лоний. Инкубируйте при 30—-32°С. 

2. Проверьте несколько колоний на рост при 32 и 42°С. 

3. Отберите с чашки, выращенной при 32°С, такую колонию, 
которая не растет при 42°С. Вырастите ночную культуру в 
бульоне ЬВ при 32°С. 

4. Засейте 10 мл этой ночной культуры в 1000 мл бульона ЬВ 
(рН 7,5—8). 

5. Растите при 32°С до тех пор, пока А 60 о не достигнет 0,6 (око¬ 
ло 3—4 ч). 

6 . Нагрейте до 42—43°С и продолжайте выращивать при этой 
температуре в течение по крайней мере 15 мин. 

7. Выращивайте при 37°С в течение еще 3 ч (поддерживайте 
рН в пределах 7,5—8; если среда закисляется, то добавьте 
ЦаОН). 

8 . Добавьте 5 мл СНС1 3 и встряхивайте 10 мин при 37°С (ли¬ 
зис наступает через несколько минут). 

9. Центрифугируйте в роторе ЛА-7,5 (7000 об/мин, 5 мин), что¬ 
бы осадить обломки клеток. 

10. Осадите фаг центрифугированием в роторе ЛА-7,5 (7000 
об/мин, 15 ч). 

11. Осадок фага ресѵспендируйте в 9 мл 4 М СзСІ (р = 1,5), 
10 мМ М^50 4 и 0,І мМ Ыа 2 -ЭДТА. 

12. Заполните две пробирки от ротора Весктап 5\Ѵ50.1. Цент¬ 
рифугируя при 30 000 об/мин (20°С) в течение по крайней 
мере 16 ч, сконцентрируйте фаг в полосу. 
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13. Проколов пробирку сбоку иглои номер 25 от шприца для 
инъекций, отберите полосу фага. Из каждой пробирки от¬ 
бирайте 0,5 мл. 

14. Храните фаг в растворе СзСІ при 4°С. (При длительном хра¬ 
нении ДНК лучше всего сохраняется в фаге.) 

Хранение клеток. Вырастите ночную культуру при 32°С до¬ 
бавьте диметилсульфоксид до 7% (по объему), храните ее замо¬ 
роженной при —70°С. 


IV. Разделение цепей ДНК фага X 


А. Денатурирующий раствор 

1. В полиалломерную пробирку от центрифуги Вескшап разме¬ 
ром ѴгХ2 дюйма при 0°С внесите 1,0 ед. А 2 бо фага X (50 мкг 
ДНК). (Максимальный объем 200 мкл; минимальное погло¬ 
щение препарата А 2 бо = 5,0.) 

2. Добавьте 200 мкл Н 2 0 (минус объем фага). 

3. Добавьте 5 мкл 1 М Ыа 4 -ЭДТА. 

4. Добавьте 5 мкл 4%-ного раствора Ы-лауроилсаркозината 
натрия в 10~ 2 М трис (рН 7,5). 

5. Добавьте 35 мкл 1 М ІМаОН. 

6. Оставьте на 10—30 мин при комнатной температуре. 

Б. Раствор для закаливания 

1. Налейте 40 мкл 2М трис-НСІ в пробирку от микрофуги на 
1,5 мл. 

2. Добавьте 1 ед. А 2 бо роІу(гЦСі) (например, 7 мкл раствора 
с А 2 бо = 175) в Н 2 0. 

3. Добавьте 245 мкл Н 2 0 (минус объем роіу (гНСД)). Суммарный 
объем растворов А и Б равен 0,530 мл. 

4. Поместить оба раствора (А и Б) в лед и охладите до 0°С. 
Пользуясь автоматической пипеткой, впрысните раствор для 
закаливания (Б) и раствор ДНК (А) в полиалломерной про¬ 
бирке, помещенной в смеситель Ѵогіех, включенный на поло¬ 
жение 3. Перенесите пробирку обратно в лед. 

В. Добавьте 2,13 мл 7,29 М СзСІ (р 25 =1,91; г} 25 = 1,4188). Цент¬ 
рифугирование: 30 000 об/мин в роторе Вескшап ЗХѴ50.1 при 
10°С в течение 48 ч. 

Фракционирование: фракции по 8 капель, всего 40 фракций. 

Литература 

Баѵіз К. Нутап Я. Ѵ7., 1971. А зШйу іп еѵоіиііоп: ТЬе ОХА Ьазе зе^иепсе 
Ьотоіоду Ьеіѵееп со1ір1іа§ез Т1 агкі ТЗ, 1. Моі. Віоі., 62, 287. 

Виттегз \V. С., ЗгуЬаІзкі V?., 1968. Тоіаііу азутшеігіс Ігапзсгірііоп о! соіі- 
рЬа§е Т7 іп ѵіѵо: Соггеіаііоп тѵіІЬ роІуО Ъіпсііпд зііез, Ѵігоіо^у, 
34, 9. 
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Методика 12 

Выделение плазмидной и бактериальной ДНК 


I. Выделение больших количеств плазмидной ДНК из Е. соіі 

1. Начинайте с отдельной колонии Е. соіі, проверенной на на¬ 
личие плазмиды (Теі п , Атр к , Сат к и т. и.). В колбе на 1 л 
вырастите при интенсивном встряхивании до насыщения 
100 мл культуры в бульоне ЬВ. Выход составляет ~;50 мкг. 
Приведенная ниже методика выделения рассчитана на одну 
пробирку от ротора 5\Ѵ50.1. (Объемы при' использовании 
центрифужных пробирок для других роторов, см. на 
стр. 89). 

2. Осадите клетки центрифугированием в течение 5 мин при 
8000 об/мин и 5°С. 

3. Ресуспендируйте клетки в 1/4 объема 10 мМ трис (рН 8,5) 
и 1 мМ Ыаз-ЭДТА. Вновь осадите клетки центрифугирова¬ 
нием. 

4. Ресуспендируйте клетки в 2 мл 15%-ного раствора сахарозы, 
0,05 М трис (рН 8,5) и 0,05 М Ыа 2 -ЭДТА, содержащего 
1 мг/мл свежерастворенного лизоцима. Перенесите в центри¬ 
фужную пробирку на 10 мл, которую можно центрифугиро¬ 
вать при 20 000 об/мин. Инкубируйте при комнатной темпе¬ 
ратуре в течение 10—60 мин. 

5. Добавьте 2 мл раствора тритона (0,1% тритона Х-100 (Зі§- 
та), 0,05 трис (рН 8,5) и 0,05 М Ыа 2 -ЭДТА). Инкубируйте 
при комнатной температуре в течение 10—20 мин. Если клет¬ 
ки не лизируют и суспензия не станет очень вязкой, то ин¬ 
кубируйте 30 мин при 37°С. 

6. Центрифугируйте в течение 1 ч в роторе ЛА-21 при 20 000 
об/мин и 5°С. 

7. Наклоняя пробирку, сливайте надосадочную жидкость в мер¬ 
ную аналитическую пробирку до тех пор, пока не дойдете до 
очень вязкого материала над осадком. Обычно этот вязкий 
материал занимает менее последнего сантиметра осветленной 
надосадочной жидкости. Иногда оказывается, что надосадоч¬ 
ная жидкость невязкая вся вплоть до самого осадка. В та¬ 
ком случае соберите ее всю. 

8. Доведите объем до 4,0 мл. Добавьте 3,7 г сухого СзСІ и 0,4 мл 
раствора 10 мг/мл бромистого этидия (Зіррпа). Показатель 
преломления должен находиться между 1,390 и 1,396, а плот¬ 
ность должна быть равна 1,59 г/мл. Плотность является бо¬ 
лее надежным показателем и ее легко определить, взвесив 
известный объем жидкости. Получившаяся в результате смесь 
как раз заполнит одну пробирку от ротора 5ЛѴ 50.1. 
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9. Центрифугируйте в течение 48 ч при 35 000 об/мин и 20°С. 

10. Если осветить пробирку длинноволновым УФ-светом, то 
можно увидеть полосы. Нижняя полоса содержит ковалент¬ 
но-замкнутую кольцевую ДНК- Проткнув пробирку сбоку 
иглой номер 20 или 21 от шприца для инъекций, отберите 

днк. 

Релаксированная ДНК; р = 1,55 г/мл 
Нативная суперализованная ДНК: р = 1,59 г/мл 

При выделении из больших объемов культуры используйте 
угловые роторы или роторы с вертикальным расположением 
пробирки. 


Ротор 

50 Ті 

60 Ті 

60 Ті 

60 Ті 

60 Ті 

Объем культуры (л) 
Число используемых 

0,1 

0,8 

1,5 

3 

6 

пробирок 

1 

1 

2 

4 

8 

Раствор лизоцима (мл) 

4,5 

13,5 

27 

54 

108 

Раствор тритона (мл) 
Надосадочная жид¬ 

4,8 

14,5 

29 

58 

116 

кость (мл) 

8,7 

27,5 

55 

ПО 

220 

СзСІ (г) 

Раствор бромистого 

8,3 

26,13 

52,26 

104,5 

209 

этидия (мл) 

0,9 

2,75 

5,5 

11 

22 


Обсуждение 

1. При длительном хранении на чашках, в столбиках или в 
бульоне клетки Е. соіі теряют многие плазмиды, даже муль- 
тикопийные. Поэтому целесообразно непосредственно перед 
тем, как проводить выделение больших количеств плазмид¬ 
ной ДНК, проверить присутствие плазмиды. Однако, чтобы 
гарантировать поддержание плазмиды в этой культуре, не 
обязательно выращивать культуру, из которой будете выде¬ 
лять плазмиду, в присутствии используемого для отбора пи¬ 
тательного вещества или лекарственного препарата. 

2. (Этапы 2 и 3); эти этапы нужны для того, чтобы отмыть 
клетки от культуральной среды и других растворимых соеди¬ 
нений (М§; 2 +, солей, буферов и т. п.), которые могут мешать 
на следующих этапах. 

3. (Этап 4); Ыа 2 -ЭДТА используется для удаления ионов Са 2 + 
из клеточной стенки, что делает ее более восприимчивой к 
действию лизоцима. Лизоцим довольно неустойчив при ще¬ 
лочных значениях рН, и поэтому рекомендуется пользоваться 
свежеприготовленным раствором. При рН 4—5 лизоцим ста¬ 
билен в течение нескольких недель при 5°С, а при комнатной 
температуре — в течение нескольких дней. Этот фермент сле¬ 
дует растворять в холодной дистиллированной воде. 
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4. (Этап 5); тритон Х-100 представляет собой неионный детер¬ 
гент и вызывает лизис обработанных лизоцимом клеток. При 
этом основная часть клеточной ДНК остается связанной с 
обломками клеток и при центрифугировании оказывается в 
осадке. Чтобы эта клеточная ДНК не вышла в раствор, нуж¬ 
но соблюдать осторожность и не слишком интенсивно пере¬ 
мешивать. 

5. (Этап 6); осадок получается несколько студенистым, а над¬ 
осадочная жидкость — желтоватой. Если надосадочная жид¬ 
кость оказывается прозрачной и бесцветной, а осадок — 
компактным и непрозрачным, то значит, клетки не лизиро¬ 
вали. Если получилось именно так, то ресуспендируйте оса¬ 
док, прогрейте пробирку в течение 30 мин при 65°С и повто¬ 
рите этап 6. 

6. (Этап 7); плазмидная ДНК должна быть освобождена из 
обломков клеток и должна находиться в надосадочной жид¬ 
кости. Вязкий материал представляет собой, по-видимому, 
клеточную ДНК- Желательно, чтобы его попало в сливае¬ 
мую жидкость как можно меньше. 

7. (Этап 8); большинство препаратов СзСІ влажные, и поэто¬ 
му следует установить эмпирическим путем, сколько добав¬ 
лять невысушенного С$С1. 

8. (Этап 9); при равновесном центрифугировании ДНК со¬ 
бирается в полосу примерно за 48 ч. Однако, для того что¬ 
бы РНК достигла своей равновесной полосы, необходимо 
больше времени. Поэтому чем дольше длится центрифугиро¬ 
вание, тем меньше в получаемом препарате ДНК оказывает¬ 
ся примеси РНК- 

9. (Этап 10); используется длинноволновый ультрафиолет, так 
как облучение коротковолновым УФ-светом приводит к об¬ 
разованию в ДНК тиминовых димеров и поперечных сшивок. 


ІІ.А. Быстрый метод выделения плазмидной и (или) 
бактериальной ДНК из колоний или жидких культур 

1. Пользуясь плоскими зубочистками, соскребите колонии с ага¬ 
розных чашек в центрифужные пробирки на 1,5 мл. Если 
исходите из жидкой культуры, то отцентрифугнруйте 0,1 мл 
культуры, выросшей до насыщения. Ресуспендируйте осадок 
в 0,5 мл раствора: 

50 мМ трис (рН 8,5), 

50 мМ На 2 -ЭДТА, 

15% сахарозы, 

1 мг/мл лизоцима (добавляется непосредственно перед ис¬ 
пользованием). 

2. Оставьте на 10 мин при комнатной температуре. 
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3. Добавьте 1 мкл диэтилоксидиформата при комнатной темпе¬ 
ратуре. 

4. Добавьте 10 мкл 10%-ного раствора ДСН. Перемешайте, пе¬ 
ревертывая пробирку. 

5. Для получения бактериальной ДНК прогрейте в течение 
5 мин при 70°С под крышкой. При выделении только плаз¬ 
мидной ДНК препарат не прогревайте. 

6. Добавьте 50 мкл 5 М ацетата калия. 

7. Охладите пробирки и держите их во льду в течение по край¬ 
ней мере 30 мин. 

8. Осадите преципитат центрифугированием в микрофуге в те¬ 
чение 15 мин. 

9. Надосадочную жидкость слейте в новую пробирку. 

10. Долейте пробирку доверху этиловым спиртом при комнат-' 
ной температуре. 

11. Осадите преципитат центрифугированием в микрофуге в те¬ 
чение 5 мин. 

12. Слейте надосадочную жидкость. Переверните пробирку и по¬ 
ставьте ее на бумажное полотенце, чтобы жидкость стекла 
из нее. Должна стечь вся жидкость. Ее можно также выпа¬ 
рить, но нельзя пересушить осадок. 

13. Растворите выпавшую в осадок ДНК в 50 мкл раствора: 

10 мМ трис (рН 7,5), 

1 мМ Каз-ЭДТА, 

10 мкг/мл РНКазы А. 

Полученного количества ДНК обычно достаточно для двух 
нанесений на гель. Суперспирализованную ДНК после этапа 
13 можно прямо использовать для электрофореза в геле. Все 
процедуры можно проводить при комнатной температуре, за ис¬ 
ключением этапа 7. На этом этапе необходима длительная ин¬ 
кубация при 0°С, а также длительное центрифугирование, что¬ 
бы осадить все обломки клеток и преципитат комплекса белка с 
додецилсульфатом калия. 


Обсуждение 

1. (Этапы 1 и 2); неочищенный агар сильно ингибирует актив¬ 
ность большинства рестриктирующих эндонуклеаз и других 
ферментов, работающих на ДНК. Этим ингибитором, воз¬ 
можно, являются содержащиеся в нем сульфонированные 
углеводороды. При соскребывании колоний с обычных чашек 
с агаром иногда можно захватить столько этого ингибито¬ 
ра, что на выделенной ДНК не смогут работать ферменты. 

При использовании чашек с агарозой таких осложнений 
не возникает. Не обязательно использовать всю колонию. 
Обычно для выделения достаточно примерно одной четвер¬ 
ти колонии. 
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2. (Этап 3), диэтилоксидиформат добавляют, чтобы инактивиро¬ 
вать нуклеазы. Если нужна биологически активная ДНК, то 
этот этап следует опустить. 

3. (Этап 4), ДСН лизирует сферопласты и денатурирует белки. 

4. (Этап 5), при нагревании длинная бактериальная ДНК вы¬ 
свобождается из других больших клеточных компонентов и 
уже не осаждается при центрифугировании на этапе 8. 

5. (Этап 6); ацетат калия используется для осаждения доде- 
цилсульфата и комплексов белков с додецилсульфатом. Что¬ 
бы преципитаты образовывались медленно, ацетат калия сле¬ 
дует добавлять до того, как охлаждать пробирки. 

6. (Этап 7); для полного осаждения додецилсульфата калия до¬ 
статочно охладить пробирки и держать их на холоду в тече¬ 
ние 30 мин. 

7. (Этап 8); если преципитат додецилсульфата калия образу¬ 
ется слишком быстро, то он может оказаться хлопьевидным 
или захватить пузырьки воздуха. В результате могут возник¬ 
нуть трудности с его осаждением. Чтобы полностью осадить 
додецилсульфат калия, достаточно центрифугирования в те¬ 
чение 15 мин. Если же преципитат все-таки остался в над¬ 
осадочной жидкости, то перенесите ее в новую пробирку, 
энергично встряхните и повторите этац 8. 

8. (Этап 9); не выбрасывайте преципитат. Если надосадочная 
жидкость оказалась мутной, то просто повторите центрифу¬ 
гирование. 

9. (Этапы 10 и 11); препарат содержит ДНК и РНК- Он лег¬ 
ко осаждается этиловым спиртом. Охлаждать препараты не 
следует, так как при пониженных температурах может про¬ 
исходить преципитация нежелательных примесей. 

10. (Этап 12); ацетат калия очень хорошо растворим в этано¬ 
ле, так что соль в осадок не выпадет. Чтобы удалить рас¬ 
творимые примеси и ацетат калия, нужно слить всю жид¬ 
кость. В этих же целях можно сполоснуть пробирки 
70%-ным этанолом. Если жидкость не стекает с пробирки, 
ее можно промокнуть фитилем из ткани или ваты, не каса¬ 
ясь осадка ДНК. 

11. (Этап 13); РНКазу используют, чтобы удалить примесь 
РНК, которая может подавлять активность ферментов, ра¬ 
ботающих на ДНК- Гидролизованную РНК удалять необя¬ 
зательно. 

12. (Этап 14); иногда выделенная таким способом ДНК не рас¬ 
щепляется рестриктирующими эндонуклеазами. В таком 
случае ее можно дополнительно очистить, проведя второе 
осаждение этанолом. Добавьте 200 мкл 10 мМ трис (рН7,5), 
1 мМ Наз-ЭДТА и 50 мкл 5 М ацетата калия. Если при 
этом образовался преципитат, то отцентрифугируйте его и 
перенесите надосадочную жидкость в новую пробирку. До- 
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бавьте 0,5 мл этанола и поместите на 20 мин в лед. Так как 
РНК уже удалена из препарата, то ДНК предипитирует ху¬ 
же. Повторите этапы 11, 12 и 13. 

II.Б. Быстрый метод выделения плазмидной ДНК из 10 мл 
жидкой культуры 

1. Вырастите клетки до насыщения в 10 мл бульона ЬВ с 0,4% 
глюкозы. Если необходимо, то добавьте используемый для 
отбора лекарственный препарат. 

2. Отцентрифугируйте клетки прямо в той пробирке, в которой 
выращивали культуру, или в центрифужной пробирке на 
10 мл. Ресуспендируйте осадок в 1,4 мл 10 мМ трис (рН 8,5) 
и 1 мМ і\а 3 -ЭДТА. 

3. Перенесите суспензию клеток в пробирку от микрофуги на 
1,5 мл и центрифугируйте в течение 30 с. 

4. Ресуспендируйте в 0,4 мл раствора, содержащего 15% саха¬ 
розы, 50 мМ трис-НСІ и 50 мМ Иаг-ЭДТА (рН 8,5). Тща¬ 
тельно перемешайте в смесителе Ѵогіех. 

5. Поместите в лед и добавьте 0,1 мл свежеприготовленного 
раствора лизоцима с концентрацией 5 мг/мл в приведенном 
выше буфере при 0°С. 

6. В течение 10 мин держите во льду, периодически осторожно 
переворачивая пробирку. 

7. Добавьте 0,3 мл раствора, содержащего 0,1% тритона Х-100, 
50 мМ трис-НСІ и 50 мМ Па 2 -ЭДТА (рН 8,5) при 0°С. 

8. В течение 10 мин держите пробирку во льду, периодически 
осторожно переворачивая. 

9. Центрифугируйте в течение 2 мин в микрофуге, помещен¬ 
ной в холодную комнату. 

10. Слейте надосадочную жидкость в новую пробирку от микро- 
фуги. 

11. Добавьте 2 мкл диэтилоксидиформата, перетрясите. 

12. Прогрейте в течение 15 мин при 70°С, 15 мин подержите во 
льду, после чего центрифугируйте в' течение 2 мин в микро- 
фуге. 

13. Слейте надосадочную жидкость в новую пробирку от мик¬ 
рофуги. 

14. Долейте пробирку доверху этанолом при комнатной темпе¬ 
ратуре. 

15. Осадите преципитат, центрифугируя 5 мин в микрофуге. 

16. Слейте надосадочную жидкость. Пробирку переверните на 
бумажное полотенце, чтобы дать жидкости стечь. Вся жид¬ 
кость должна стечь. Ее можно выпарить, но нельзя пересу¬ 
шить осадок. 

17. Растворите осадок ДНК в 50 мкл раствора: 

10 мМ трис (рН 7,5), 
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1 мМ Иаз-ЭДТА, 

10 мкг РНКазы А. 

На полосу агарозного геля достаточно наносить 5 мкл та¬ 
кого препарата. Полученная таким способом ДНК расщепляет¬ 
ся большинством ферментов рестрикции. 


Методика 13 

Удаление бромистого этидия из ДНК, 
находящейся в растворе СзСІ 


Экстракция изопропанолом или бутанолом 

1. Добавьте 1 объем ДНК в растворе СзСІ, плотность которо¬ 
го равна плавучей плотности ДНК, и бромистый этидий в 
пробирку, вмещающую по меньшей мере 10 таких объемов. 
Пробирку нужно взять такую, чтобы ее можно было герме¬ 
тически закупорить и центрифугировать (можно использо¬ 
вать полипропиленовые или стеклянные пробирки, но ни в 
коем случае не пробирки из поликарбоната). 

2. Добавьте 1 объем изопроианола или бутанола, насыщенного 
водным раствором, содержащим 5 М ИаСІ, 10 мМ трис и 
1 мМ Иаз-ЭДТА (рН 8,5). 

3. Герметично закройте пробирку и перемешайте содержимое. 
Это нужно проделывать в перчатках. 

4. Повторяйте экстракцию до тех пор, пока полностью не ис¬ 
чезнет видимая окраска. После этого экстрагируйте еще один 
раз. Чем выше концентрация ДНК, тем больше требуется 
проводить экстракций. 

5. Добавьте 2 объема НгО. 

6. Добавьте 6 объемов этанола и оставьте при —20°С на вре¬ 
мя от 1 ч до нескольких дней. 

7. Отцентрифугируйте осадок. 

8. Промойте осадок 70%-ным этанолом. 

9. Слейте надосадочную жидкость и высушите осадок. 

10. Растворите осадок в 100 мкл 10 мМ трис и 1 мМ Ыаз-ЭДТА 
(рН 7,5). 


Обсуждение 


1. Бромистый этидий является мутагеном (30 мкг бромистого 
этидия обладают таким же мутагенным действием, как дым 
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от одной сигареты). Пользуйтесь пробиркой, из которой не 
вытекают жидкости с низким поверхностным натяжением. 

2. Насыщение спирта раствором с высокой концентрацией соли 
улучшает разделение фаз и приводит к тому, что вода не 
утягивается из водной фазы. 

3. (Этапы 3 и 4); разделение бромистого этидия между таки¬ 
ми двумя фазами происходит быстро, и для этого не нужно 
интенсивного встряхивания. 

4. (Этап 5); воду добавляют для того, чтобы при добавлении 
этанола СзСІ не выпадал в осадок. 

5. (Этап 6); в присутствии этанола большие количества ДНК 
(50 мкг) легко выпадают в осадок, и при этом не требуется 
сильного охлаждения. Однако, так как ДНК очень чистая, 
длительное осаждение не приводит к загрязнению препарата. 


Методика 14 

Образование гибридных фагов Яді: 


I. Расщепление ДНК 

1. Расщепите по отдельности ДНК вектора и встраиваемую 
ДНК- Если использовать примерно по 5 мкг каждой из этих 
ДНК, то при трансфекции должно получиться около 5- ІО I. 2 3 4 5 6 
гибридов. 

ДНК в буфере: ДИК 50 мкг/мл или больше, 

буфер для рестрикции с низким, средним или высоким 
содержанием соли (см. приложение 7), ІО -4 М Ма 2 - 
ЭДТА. 

2. Добавьте ’/іо объема 0,1 М М2$0 4 , чтобы получить 0,01 М 
Мд$0 4 . 

3. Добавьте эндонуклеазу и инкубируйте в течение 10 мин при 
37°С. Проведя электрофорез в геле, определите то количест¬ 
во фермента, которое дает полное расщепление. 

4. Повторите этап 3. 

5. Прогрейте в течение 3 мин при 70°С, чтобы инактивировать 
эндонуклеазу (см. приложение 7). 

6. Если будете использовать эту ДНК Для упаковки іп ѵііго, то 
инкубируйте в течение 15 мин ,при 50°С. Если же будете 
использовать ее в трансфекции, то быстро охладите до 0°С. 
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И. Ковалентное соединение с помощью ДНК-лигазы фага Т4 

]. Смешайте равные по весу количества ДНК вектора и встраи¬ 
ваемой ДНК- 

2. Добавьте АТР до конечной концентрации 1 мМ. 

3. Добавьте ДТТ до конечной концентрации 10 мМ. 

4. На 1 мкг ДНК добавьте 0,1 ед. ДНК-лигазы фага Т4 или 
0,1 мкл раствора лигазы 1 мг/мл. 

5. Инкубируйте в течение 1—6 ч при 0—10°С. 

6. Под электронным микроскопом или с помощью электрофоре¬ 
за в геле проверьте, произошло ли ковалентное соединение. 

7. Проведите заражение этой ДНК или упакуйте ее. 


Литература 

ТНотаз М., Сатегоп I. Я., йаѵіз Я. 1974. ѴіаЫе тоіесиіаг ЬуЪгісІз оі 
ЬасіегіорЬа§е ІатМа аті еикагуоііс ОИА, Ргос. №11. Асаб. 5сі., 
71, 4579. 


Обсуждение 

ДНК вектора и встраиваемую ДНК расщепляют по отдель¬ 
ности, так как важно добиться такого расщепления векторной 
ДНК, чтобы нерасщепленной осталось около одной молекулы 
ДНК фага Я на ІО 4 расщепленных молекул. Легко получить пре¬ 
парат ДНК фага Я, не загрязненный ингибиторами эндонукле¬ 
аз. В то же время многие препараты клеточной ДНК содержат 
такие ингибиторы. Если проводить совместное расщепление кле¬ 
точной и фаговой ДНК, то присутствие ингибитора в препара¬ 
те клеточной ДНК приведет к тому, что вероятность нерас¬ 
щепленной ДНК. фага Я окажется выше, чем 10~ 4 . Чтобы по¬ 
лучить заведомо полное расщепление, нужно брать эндонуклеа¬ 
зы- больше, чем это было определено на этапе 3. Этот этап име¬ 
ет существенное значение только для векторной ДНК фага Я. 
Присутствие ІО -4 нерасщепленной ДНК фага Я нельзя обна¬ 
ружить по результату электрофореза в геле, но легко выявить 
по инфекционности. Для более высокой эффективности упаков¬ 
ки іп ѵііго липкие концы ДНК фага Я должны быть соедине¬ 
ны, а для более эффективной трансфекции они должны оста¬ 
ваться свободными. Энергия активации соединения липких 
концов ДНК фага Я высока, и потому для их эффективного 
соединения необходима высокая температура (50°С). При 0°С 
соединение липких концов ДНК фага Я происходит крайне мед¬ 
ленно. Поэтому липкие концы, образующиеся под действием 
рестриктирующей эндонуклеазы, можно полностью соединить, 
не соединив в то же время липких концов ДНК фага Я (разд. II) . 



15. Упаковка ДНК фага % в вирусные частицы іп ѵііго 
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РО)5$ОН В15ТКІВІШ0Ц 




Основой флуктуациоиного теста Луриа —Дельбрюка служит знаменитое рас¬ 
пределение Пуассона (Роіззоп сІізітіЪиііоп) независимо от того, 1 имеют ли 
дело с мутантами бактерий или с мутантами рыб [Оепеіісз, 28, 491—511 
(1943)]. Рыб разглядеть легче, но разложить их по ячейкам сложнее, если, 
конечно, вы не птица. 


Скорость соединения, катализируемого ДНК-лигазой фага Т4, 
прямо пропорциональна концентрации лигазы. Поэтому исполь¬ 
зуют высокие концентрации этого фермента. При рекомендуе¬ 
мых концентрациях лигазы реакция завершается за несколько 
минут. Рекомендуемых 1—6 ч хватает с избытком, однако вре¬ 
да этот избыток не причинит. 


Методика 15 

Упаковка ДНК фага Я в вирусные частицы іп ѵііго 

I, Упаковка 

1. Возьмите 20 мкл индуцированных упаковывающих клеток, 
хранящихся при —70°С. 
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2. Перенесите в лед для оттаивания (не нагрейте!). 

3. После оттаивания добавьте 2 мкл 50 мМ АТР. 

4. Добавьте <і мкг ДНК в объеме 1 —10 мкл. 

5. Осторожно перемешайте (клетки не должны лизировать). 

6. Соберите жидкость на дно пробирки, проведя центрифугиро¬ 
вание в микрофуге в течение 3 с. 

7. Инкубируйте при 37 С С в течение 30—60 мин. 

8. Добавьте 0,2 мкл раствора ДНКазы I с концентрацией 
1 мг/мл. 

9. Если нужна максимальная эффективность упаковки, то до¬ 
бавьте еще 20 мкл оттаявшего экстракта и 2 мкл 50 мМ АТР 
(это увеличивает количество фага примерно в два раза). 
Инкубируйте при 37°С еще в течение 30— ; 60 мин. 

10. Добавьте 200 мкл буфера для разведения фага X и храните 
так же, как препарат фага. 

11. Высевайте не более 10—15 мкл такого препарата на чашку 

диаметром 9 см, используя для газона нерестриктирующий 
штамм №104 (С600 ІізйЯ~ кзйМ+), не содержащий зирр. 

Высев больших количеств препарата приведет к гибели бак¬ 
териального газона. 


II. Получение индуцированных упаковывающих клеток 


1. Штаммы бактерий 

А: N 205 гесА~ (Хітпг 434 сі-із Ь2 гей 3 Дат 4 5ат7) 

Б: N 205 гесА~ (Хітт 434 сі-із Ь2 гей 3 Дат4 5ат7) 

2. Рассейте каждый из этих штаммов штрихом до отдельных 
колоний. Чашки инкубируйте при 25—30°С. 

3. Проверьте рост нескольких колоний при 30 и 42°С. 

4. С чашки, выращенной при 30°С, отберите уколом по одной 
такой колонии этих штаммов, которая не растет при 42°С. 

5. Суспендируйте колонию каждого из этих штаммов в 200 мл 
бульона БВ (30°С). Выращивайте клетки при 30°С до 
Абоо = 0,3. 

6. Проведите индукцию обеих культур, инкубируя их в течение 
15 мин при 42—43°С. 

7. Инкубируйте 3 ч при 37°С. 

8. Проверьте индукцию, отобрав из каждой культуры пробы по 
1 мл. Добавьте в эти пробы по капле СНСЬ, инкубируйте 
в течение 5 мин при 37°С. Культура в пробе должна лизи¬ 
ровать. 

9. Слейте вместе обе эти культуры объемом по 200 мл. Осади¬ 
те клетки, центрифугируя в течение 10 мин при 5000 об/мин. 

10. Ресуспендируйте в 40 мл холодного буфера для разведения 
фага X. Отцентрифугируйте 10 мин при 5000 об/мин. 




16. Трансфекция ДНК фага X 
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И. Рееуспендируйте в 10 мл буфера для упаковки: 

0,04 М трис (рН 8), 

0,01 М М^50 4і 

0,01 М спермидин-ЗНСІ, 

0,01 М путресцин-2НС1, 

0,1% Р-меркаптоэтанол 
7% ДМСО. 

12. Центрифугируйте 5 мин при 5000 об/мин. 

13. Рееуспендируйте осадок в 1 мл буфера для упаковки. Раз¬ 
лейте объемами по 20 мкл в полипропиленовые центрифуж¬ 
ные пробирки на 0,5 мл. 

14. Заморозьте в жидком азоте и храните при —70°С. Можно 
хранить несколько месяцев. 


Литература 

НоНп В., Миггау Л'., 1977. Раскаерп^ гесогпЬіпапі ОМА гпоіесиіев іпіо Ьасіе- 
гіорЬа^е рагіісіез іп ѵііго, Ргос. N811. Асасі. 5сі., 74, 3259. 

81егпЬег§ N.. Тіетеіес Л, ЕпциШ Ь„ 1977. 1г. ѵііго раска^ш^ о! а Шат 
ѵесіог сопіаіпіп§ ЕсоРІ ЦіЧА Іга^шепіз о! Е. соіі апй рЬа^е Р1, 
Оепе, 1, 255. 


Методика 16 

Трансфекция ДНК фага X 


I. Выращивание клеток 

1. Отдельной колонией с чашки засейте 10 мл бульона ЬВ в 
колбе на 125 мл. Инкубируйте в течение 20 ч при 37°С. 

2. Разведите эту бактериальную культуру 1 : 100 в бульоне ЬВ- 
На одну трансфекцию используйте 5 мл бульона (обычно за¬ 
севают 50 мл бульона в колбе на 500 мл). Инкубируйте на 
качалке при 37°С, пока культура не достигнет плотности, 
при которой Абоо = 0,6—0,7. На это уходит обычно 2—3 ч. 
При А 6 оо — 0,3 добавьте тимидин до концентрации 50 мкг/мл. 

II. Приготовление клеток 

1. Осадите клетки, центрифугируя 5 мин при 5000 об/мин при 
2°С. 
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2. Ресуспендируйте в половинном объеме среды СТ (50 мМ 
СаС1 2 и 50 мкг/мл тимидина). Все растворы, пробирки и пи¬ 
петки должны находиться при 0°С (в ледяной бане). 

3. Инкубируйте 5 мин при 0°С (в ледяной бане). 

4. Осадите клетки, центрифугируя 5 мин при 5000 об/мин и2°С. 

5. Ресуспендируйте в '/го исходного объема среды СТ при 0°С. 


III. Заражение клеток ДНК 

1. Добавьте 0,2 мл клеток к 0,1 мл ДНК (максимально 100 нг) 
в 0,1 М трис с рН 7,2 (0,09 М трис-НСІ и 0,01 М трис-осно- 
вание) и 50 мкг/мл тимидина при 0°С (в тонкостенной стек¬ 
лянной пробирке при 0°С). 

2. Инкубируйте в течение 3—60 мин при 0°С; 2 мин при 45°С. 
Высейте клетки в 2,5 мл мягкого агара ТВ на чашки, нахо¬ 
дящиеся при комнатной температуре. 

3. Эффективность должна составлять около 2-10 3 бляшек на 
1 нг ДНК фага А, или примерно 1 бляшка на ІО 4 молекул. 


IV. Хранение клеток 

1. Обработанные Са 2 + клетки можно заморозить в среде СТ с 
7% диметйлсульфоксида, погружая цх в жидкий азот. Али¬ 
квоты по 1 мл хранят в жидком азоте.. 

2. Клетки размораживают при 0°С. После этого следуйте опи¬ 
санной выше методике, начиная с этапа ІІІ-1. 

3. Клетки можно также ресуспендировать в 0,01 М М^50 4 , как 
на этапе ІІ-2, и хранить около недели при 4°С. Эффектив¬ 
ность трансфекции ДНК фага А, при этом обычно снижается 
в 2—10 раз. 


Обсуждение 

I. По-видимому, на эффективность трансфекции влияет ис¬ 
тория культуры. Поэтому всегда выращивайте сначала ноч¬ 
ную культуру, а затем разводите ее в 100 раз' и подращи¬ 
вайте. Не следует выращивать культуру до плотности, 
большей чем Абоо = 0,7. Если культура переросла, то начни¬ 
те выращивать новую культуру, разведенную в 100 раз. 
Важное значение имеет хорошая аэрация, и поэтому выра¬ 
щивайте культуру в большой колбе. При использовании 
некоторых штаммов бактерий добавление тимидина повы¬ 
шает эффективность трансформации в два — четыре раза. 

II. Для получения высокой эффективности трансформации 
важно строго выдерживать культуру на холоду (при 0°С). 
Клетки нельзя нагревать даже на короткое время. 



17. Субклонирование фрагментов ДНК в плазмидах Е. соіі 
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III. При использовании более 100 нг ДНК на трансфекцию об¬ 
щее число бляшек, образующихся на чашке, может сни¬ 
зиться. Тонкостенной стеклянной (не пластиковой) про¬ 
биркой пользуются для того, чтобы получился более 
быстрый температурный шок. В случае фага К, но не в 
случае плазмид очень важно, чтобы нагрев до 45°С про¬ 
исходил быстро. Ожидаемая эффективность составляет 
2 -ІО 1 2 3 4 бляшек на 1 нг, но это — максимальное значение. 

IV. Если используются замороженные клетки, то эффективность 
трансфекции ДНК фага X обычно снижается в 2—10 раз. 
С успехом могут использоваться клетки, хранившиеся _за- 
мороженными в течение 9 мес. 

Клетки 

5Р8 (Е. соіі) НвйК- НзйМ~ гесВ гесС Іор- 11 (суперпродуцент 
лигазы) зирЕ44 ($«2+) даі- 96 5т к ІеиВб іНі- 1 (ВІ _ ) 1Нг~ 

НВ101 (Е. соіі) НзйК~ НзйМ~ гесА 13 зирЕ44 (зи2+) Іас24 ІеиВб 
ргоА2 іНі-1 (В1~) 5т н 

[$NN45 (Е. соіі) НзсЩ- НзсІМ+ гесА зирЕ44 (зи2+) зирр (зиЗ+) 

В1~ теі~ 


Литература 

Мапйеі М„ Ні§а А., 1970. Саісіит-йереіиіепі Ьасіегіорйа^е ОИА іпіесііоп, 
Л. Моі. Віоі., 53, 159. 


Методика 17 

Субклонирование фрагментов ДНК 
в векторах-плазмидах Е. соіі 

1. В пробирке на 1,5 мл от микрофуги проведите полное рас¬ 
щепление примерно 250 нг плазмидной ДНК (например, 
ДНК рВК322) соответствующей эндонуклеазой (эндонуклеа¬ 
зами). 

2 . Добавьте 0,1 мкл или менее раствора щелочной фосфатазы 
из кишечника теленка с концентрацией 1 мг/мл. 

3. Инкубируйте в течение 15 мин при 37°С. 

4 . Добавьте равный объем перегнанного фенола, перемешайте 
в смесителе Ѵогіех. После этого отцентрифугируйте. 
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5. Отберите верхнюю водную фазу полипропиленовым наконеч¬ 
ником пипетки и перенесите ее в новую пробирку на 1,5 мл 
от микрофуги. 

6. Добавьте около 0,1 мл насыщенного буфером эфира, пере¬ 
мешайте в смесителе Ѵогіех. Отцентрифугируйте и отбрось¬ 
те верхнюю фазу (эфир). 

7. Еще два раза повторите экстракцию эфиром. 

8. Продуйте, чтобы удалить эфир. 

9. ДНК, которую нужно клонировать, расщепите соответствую¬ 
щей эндонуклеазой (эндонуклеазами). (Используйте такие 
количества ДНК, чтобы фрагмента, который хотите встро¬ 
ить, оказалось около 50 иг.) 

10. Фрагмент ДНК, который нужно субклонировать, можно вы¬ 
делить с помощью электрофореза в агарозном геле (необя¬ 
зательно; см. методику 25). 

11. Смешайте эквимолярные количества ДНК вектора и встра¬ 
иваемой ДНК- 

12. Добавьте АТР до конечной концентрации 1 мМ. 

13. Добавьте ДТТ до конечной концентрации 10 мМ. 

14. Добавьте 0,1 ед. лигазы фага Т4, или 0,1 мкл раствора с 
концентрацией 1 мг/мл. 

15. Инкубируйте от 30 мин до 3 сут при, 0—10°С. 

16. Проведите трансфекцию клеток КО102 = НВЮ1Д. 

17. 50 нг обработанной фосфатазой и лигазой ДНК одного лишь 
вектора обычно приводят к образованию 0—10 колоний. 


Литература 

Зі. ІоНп Т. (личное сообщение). 


Методика 18 

Трансформация плазмидной ДНК 

1. Разведите выращенную в бульоне ЬВ ночную культуру штам¬ 
ма НВ101, кЬі02 = НВ101Д или ВЫЫ45 в 100 раз в свежем 
бульоне ЬВ (40 мл в колбе на 250 мл) при 37°С. Этого ко¬ 
личества культуры достаточно для проведения 20 трансфор¬ 
маций. 




18. Трансформация плазмидной ДНК 
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2. Когда плотность культуры достигнет Абоо = 0,6 (через 2—3 ч), 
осадите клетки центрифугированием в течение 5 мин при 
5000 об/мин и 2°С. 

3. Ресуспендируйте в 20 мл 50 мМ СаС1 2 при 0°С и инкубируй¬ 
те при 0°С в течение 5—60 мин. 

4. Осадите клетки центрифугированием в течение 2 мин при 
5000 об/мин и 2°С. Ресуспендируйте в 2 мл 50 мМ СаСЬ при 
0°С и инкубируйте при 0°С в течение 5—60 мин. 

5. Добавьте 0,1 мл клеток к ДНК в 0,1 М трис при рН 7,2 
(0,09 М трис-НСІ, 0,01 М трис-основание) и 0°С. Инкубируйте 
при 0°С в течение 10 мин. 

6. Тепловая обработка: инкубируйте 2 мин при 37°С. Инкуба¬ 
ция в течение 10 мин при комнатной температуре, 2 мин при 
37°С и 10 мин при комнатной температуре, 2 мин при 45°С и 
10 мин при комнатной температуре или 2 мин при 45°С при¬ 
водит к одинаковому эффекту (в отличие от того, что наб¬ 
людается в случае ДНК фага X). 

7. Добавьте 1 мл бульона ЬВ и инкубируйте в течение 20 мин 
при 37°С. 

8 . Смешайте с 2,5 мл мягкого агара ЬВ (без антибиотиков) при 
47°С и вылейте на чашку ЬВ, содержащую тетрациклин 
(10 мкг/мл) или ампициллин (50 мкг/мл, свежий раствор). 
Перед использованием чашки с тетрациклином можно хра¬ 
нить при 10°С в течение нескольких недель. Чашки с ампи¬ 
циллином можно хранить при 10°С перед их использованием 

в течение нескольких дней. 

При использовании клеток НВ101 или ВЫИ45 эффектив¬ 
ность составляет около 4- ІО 2 трансформантов на 1 нг ДНК 
формы I плазмиды рВК322 (при использовании 5 нг ДНК на 
чашку). 

Как для клеток НВ 101, так и для клеток ВЫШб насыще¬ 
ние при таких условиях достигается при использовании от 
50 до 100 нг ДНК на чашку. 

Полученные под действием РсоКІ линейные молекулы 
ДНК рВК322 являются, по-видимому, неинфекционными для 
клеток НВ101 (фон в 0,3—0,5% может быть обусловлен при¬ 
сутствием нерасщепленных молекул). Однако они инфекцион- 
ны для клеток ЗР8 и дают на них трансформантов в количе¬ 
стве 2—3% от того, что получается при использовании коль¬ 
цевой замкнутой ДНК. 


Литература 

Мапйеі М., Ні§а А., 1970. Саісіигп-сіерепсіепі ЬасіегіорЬаде іпіесііоп, 

X Моі. Віоі., 53, 159. 
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Методика 19 

Способность гибридного фага к комплементации 
в клетках Е. соіі 


I. Литический отбор из пула гибридов 

1. Вырастите ауксотрофы до поздней экспоненциальной фазы в 
среде М9 + 0,2% мальтозы + необходимые пищевые добав¬ 
ки (40 мкг/мл каждой из необходимых аминокислот). Опре¬ 
делите концентрацию клеток. 

2. Осадите клетки центрифугированием (8000 об/мин, 5 мин). 
Ресуспендируйте в 1/10 объема 10 мМ Мд30 4 или в таком 
объеме, чтобы получилось 10 10 клетка/мл. 

3. Адсорбируйте 2-10 6 частиц фага (или менее) на 2- ІО 9 клеток 
в течение 15 мин при 37°С. Эффективность высева комплемен- 
тирующего фага равна примерно 1. 

4. Смешайте с 2,5 мл мягкого (~0,6%-ного) агара М9 и вы¬ 
сейте на чашку. При 37°С для образования бляшек компле- 
ментирующего фага может потребоваться 6—40 ч. 

5. Проведите очистку бляшек на неселективной чашке (чашке 
БВ) и повторно проверьте комплементацию. 

Обсуждение 

1. При высоких концентрациях клеток часто подрастает газон» 
достаточный для выявления бляшек. Можно добавить на 
чашку 10 мкг бромистого этидия и выявлять бляшки, осве¬ 
щая чашку длинноволновым УФ-светом. При таких высоких 
плотностях клеток рост фага все еще зависит от способности 
фага комплементировать дефект бактерии-хозяина. 

2. На чашку можно высевать до ІО 7 фаговых частиц, и это не 
препятствует выявлению случаев комплементации, которые 
возникают с низкой частотой. Эффективность высева равна К 

3. При необходимости можно, пользуясь стерильными миллипо¬ 
ровыми фильтрами, сделать чашки-реплики. Бляшкам, спо¬ 
собным к комплементации, будут соответствовать большие 
зоны лизиса на газоне Е. соіі дикого типа после кратковре¬ 
менной инкубации таких чашек при 37°С. 

4. Некомплементирующий фаг часто способен вырасти при дли¬ 
тельной инкубации и на бактериальных мутантах с непол¬ 
ным блоком. Тем не менее иногда комплементирующие виру¬ 
сы можно отличить по тому, что образуются бляшки боль¬ 
шего размера, или по тому, что они появляются раньше. 
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5. Остерегайтесь размножения фага, обусловленного присут¬ 
ствием ревертантов. 

6. Комплементация может зависеть, а может и не зависеть от 

ориентации гена. Гибридные фаги К, содержащие дрожжевую 
ДНК, комплементируют ЛіхВ-мутанты Е. соіі, если последо¬ 
вательность Ніз-3 дрожжевой ДИК ориентирована таким об¬ 
разом, что может считываться с промотора Рь. Однако клет¬ 
ки ЯБ105 ( Е. соіі ігрС9830) могут комплементироваться 

дрожжевой последовательностью независимо от ее ориента¬ 
ции. Более того, комплементация ігрС может происходить и 
вообще в отсутствие Рь. Различия, наблюдаемые в том, как 
комплементация зависит от ориентации гена, могут быть обу¬ 
словлены как силой отбора (для литического развития фа¬ 
га Я необходим лишь очень незначительный синтез триптофа¬ 
на), так и эффективностью экспрессии последовательности 
эукариотической ДНК- 


Литература 

ЗііпсНсотЬ О. (личное сообщение). 


II. Отбор из пула гибридов по двойным лизогенам 

А. Отбор 

1. Приготовьте препарат с высоким титром пула гибридного фа¬ 
га на чашках, а также препарат фага — помощника интегра¬ 
ции (Я§і4-/ас5) . Препараты получайте на клетках, которые 
не могут расти на селективной минимальной среде (ВИП45). 

2. Вырастите до поздней экспоненциальной фазы культуру аук- 
сотрофа в 50 мл М9 + 0,2% мальтозы + необходимые пищевые 
добавки (по 40 мкг/мл каждой из необходимых аминокислот). 
Определите плотность культуры. 

3. Осадите клетки центрифугированием (8000 об/мин, 5 мин). 
Ресуспендируйте в Ѵю объема 10 мМ Мд $04 или в таком 
объеме, чтобы получилось 10 10 клетка/мл. 

4. Смешайте 5- ІО 8 клеток с 2- ІО 9 частиц фага-помощника и ІО 8 
частиц гибридного фага. 

5. Инкубируйте 15 мин при комнатной температуре. 

іб. Смешайте с 2,5 мл мягкого минимального агара М9 и вылей¬ 
те на минимальную чашку без питательного вещества, по 
которому ведется отбор. 

7. Выращивайте при 32°С, так как фаг — помощник интеграции 
несет температурочувствительную мутацию СІ857 по респрес- 
сору. (Это занимает 1—3 дня.) 
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8. Контрольные чашки: 1) клетки без фага, 2) фаг без клеток, 
3) меньше фага из пула гибридов (ІО 7 или 10 е фаговых час¬ 
тиц) . 

9. Уколом отберите каждую выросшую колонию и суспендируй¬ 
те ее в 0,1—1,0 мл бульона БВ. 

10. Инкубируйте при 32°С до тех пор, пока культура не помут¬ 
неет (до плотности 10 7 — ІО 8 клетка/мл). После этого в тече¬ 
ние по крайней мере 20 мин инкубируйте при 42°С. Продол¬ 
жайте инкубировать при 37°С в течение 2 ч. Для полного 
лизиса добавьте каплю СИСЬ- 

11. Штрихом рассейте получившийся лизат до отдельных бля¬ 
шек на чашке ЬВ с газоном ВЫИ45. В мягкий агар добавьте 
40 мкл раствора Хдаі с концентрацией 40'мг/мл, чтобы вы¬ 
явить фаг — помощник интеграции к§і4-1ас5 (образует голу¬ 
бые бляшки). 

12. Из бесцветных бляшек приготовьте на чашках препараты 
фага с высоким титром. 

13. Повторно проверьте комплементацию, начиная с этапа 4. 

Б. Материалы, 

1. Гибридный фаг: любой фаг аіі~. 

Фаг-помощник: любой фаг аіі+іпі + с функциональной гомоло¬ 
гической иммунностью, например фаг Я,§14-/ас5. 

2. Клетка: любой ауксотроф, на котором фаг к будет образовы¬ 
вать бляшки и который может расти на минимальных средах 
с пищевыми добавками. 

3. Чашки: М9. 


Обсуждение 

Большинство используемых для клонирования векторов к не 
содержит функционально активного сайта прикрепления (аШ) 
или функционально активного гена интеграции ( іпі + ). Поэтому 
они не могут образовывать стабильных лизогенных бактерий. 
Можно, однако, использовать фаг-помощник, способный к инте¬ 
грации. После его интеграции гибридный фаг к может встроить¬ 
ся уже в результате рекомбинации с гомологичными ему после¬ 
довательностями. Такие двойные лизогены образуются с часто¬ 
той около 1%. Излечивание от них происходит довольно легко, 
но их можно поддерживать с помощью селекции. 

1. В качестве помощника предлагается к§і4-1ас5. Этот фаг не¬ 
сет мутантный ген репрессора Я.СІ857 и содержит ген р-га- 
лактозидазы Е. соіі (Іас2). При получении препарата фага 
на чашках используют такие клетки-хозяева, которые не мо¬ 
гут расти на минимальных средах. Это делается для того, 
чтобы исключить возможность загрязнения препаратов фага 
клетками, способными расти на селективных чашках. 
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2. Клетки выращивают на минимальной среде, чтобы они к 
ней адаптировались. Мальтозу добавляют для лучшей ад¬ 
сорбции фага К. 

3. Если перед центрифугированием плотность культуры была 
значительно ниже, чем 10 9 клетка/мл, то клетки можно ре- 
суспендировать в меньшем объеме, но так, чтобы получилась 
плотность около 10 10 клетка/мл. 

4. При таком соотношении клеток и фага большинство клеток 
будет заражено несколькими фагами-помощниками, но не¬ 
большая часть клеток будет заражена более чем одним гиб¬ 
ридным фагом. Заметьте, что на чашки высевают по многу 
клеток. Если частота реверсий используемой мутации состав¬ 
ляет 10 -7 , то из колоний, выросших на минимальных чаш¬ 
ках, несколько колоний окажется ревертантами. Эти ревер- 
танты, наверное, содержат интегрированный фаг-помощник 
и могут содержать какой-то случайный гибрид фага К. По¬ 
этому важно проводить повторный тест на комплементацию. 

5. Инкубирование клеток и фага в высоких концентрациях обе¬ 
спечивает хорошую адсорбцию. 

6. Мягкий агар приготавливается на воде. Его можно распла¬ 
вить непосредственно перед использованием, а минималь¬ 
ные среды добавить после того, как он охладится до 50°С. 

7. Большинство фагов — помощников интеграции несет темпе¬ 
ратурочувствительную мутацию по репрессору СІ857. По¬ 
этому температуру никогда нельзя поднимать выше 37°С. 
Использование мутации СІ857 помогает выделять гибрид на 
этапе 10. 

8. Контрольные чашки необходимы, поскольку они позволяют 
быстро оценить возможность комплементации. Высевая клет¬ 
ки без фага, определяют количество ревертантов в препара¬ 
те клеток. В разных препаратах может содержаться разное 
количество ревертантов. Высевая фаг без клеток, определя¬ 
ют содержание в препарате фага клеток, способных расти 
на минимальных чашках. Высев различных количеств гиб¬ 
ридного фага позволяет быстро выявить наличие комплемен¬ 
тации, так как число истинных комплементаций должно 
быть пропорционально количеству гибридного фага. Обычно 
пул гибридов из 8а1топе11а дает около 10 комплементирую- 
щих колоний на чашку. 

9. (Этапы 9 и 10); при инкубации суспензии клеток при 42°С 
происходит индукция лизогенных бактерий (если они несут 
мутацию СІ857). Через 20 мин инкубации индукция стано¬ 
вится необратимой. 

10. (Этапы 11 и 12); фаг — помощник интеграции несет область 
Іас и на чашках с Х§а1 образует голубые бляшки. Бесцвет¬ 
ные бляшки образуют гибридные фаги, которые могли отве¬ 
чать за рост клеток. 
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11. (Этап 13); повторить комплементацию необходимо для то¬ 
го, чтобы подтвердить обнаруженный эффект. 

Литература 

ЗігиЫ К., Сатегоп 1. Р„ йаѵіз р. 1976. Рипсііопаі §епе!іс ехргеззіоп оі 
еикагуоііс ВІ4А іп ЕзсНегігМа соіі, Ргос. ИаН. Асасі. 5сі., 73, 1471. 


Методика 20 

Электрофорез в агарозном геле 


I. Агарозный гель 


Электрофорез в агарозном геле проводят в горизонтальном 
направлении, так как при этом 1) гель с низкой концентрацией 
агарозы лучше держится, 2) получается меньшее перекашивание 
(коллапс) в процессе электрофореза и 3) меньше искажаются 
полосы ДНК- По-видимому, проще всего работать с системой, 
когда гель полностью покрыт слоем буфера для электрофореза 
толщиной около 1 мм. Сопротивление агарозы ненамного превы¬ 
шает сопротивление буфера, так что значительная часть тока 
течет через агарозу. 

А. Буферы 

Во все буферы с нейтральными значениями рН можно до¬ 
бавлять 0,5 мкг/мл бромистого этидия. 


1. Трис-боратный буфер 

89 мМ трис-основание 
89 мМ борная кислота 

2,5 мМ На 2 -ЭДТА 
рН 8,3 

2. Трис-фосфатный буфер 

89 мМ трис-основание 
23 мМ НзР0 4 

2,5 мМ Иа 2 -ЭДТА 
рН 8,3 

3. Трис-ацетатный буфер 

40 мМ трис-основание 
20 мМ уксусная кислота 

2 мМ Ыа 2 ЭДТА 
рН 8,1 


10х (на 1л) 

108 г 
55 г 
9,3 г 


10Х (на 1 л) 

108 г 

15,5 мл 85%-ного раствора 
НзР0 4 (1,679 г/мл) 

9,3 г 


50 X (на 1 л) 

242 г 

57.1 мл ледяной уксусной 

кислоты 

37.2 г 
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4. Щелочной буфер 100х(на 1 л) 

30 мМ ЫаОН 166 мл 50%-ного N8014 

2 мМ Ыаг-ЭДТА 74,5 г 

В процессе электрофореза буфер у анода защелачивается, а 
у катода закисляется. Поэтому обычно пользуются буферной си¬ 
стемой с высокой емкостью. Буферы не содержат ионов СИ, 
так как последние не обладают буферной емкостью, и их при¬ 
сутствие может привести к тому, что ДНК в геле утратит био¬ 
логическую активность. 

1. Трис-боратный буфер. Обладает высокой буферной емкостью. 
При его использовании, по-видимому, получаются наиболее 
узкие полосы. Основной раствор ІОХне зарастает, но при 
длительном хранении в нем образуется осадок, который рас¬ 
творим в щелочи. В присутствии бората агарозные гели не 
растворяются при высокой концентрации ЫаСЮ 4 или КГ 

2. Трис-фосфатный буфер. Тоже обладает высокой емкостью. 
При его использовании получаются примерно такие же ре¬ 
зультаты, что и при использовании трис-боратного буфера. 
Основной раствор, однако, может зарастать. Его преимуще¬ 
ство заключается в том, что такие гели можно растворять в 
концентрированном растворе НаСЮ 4 или КТ 

3. Трис-ацетатный буфер. Обладает относительно низкой буфер¬ 
ной емкостью, и при длительном электрофорезе может воз¬ 
никнуть необходимость в рециркуляции буфера в аппарате. 
Использование при электрофорезе высоких напряжений не 
вызывает нагрева. Исходные растворы могут зарастать. Гели 
в трис-ацетатном буфере можно растворять в концентриро¬ 
ванном ИаСЮд или КТ Этот буфер, по-видимому, использу¬ 
ется наиболее широко. 

4. Щелочной буфер. Обладает очень низкой емкостью. Обычно 
при его использовании необходима рециркуляция буфера в 
аппарате. Наносимые образцы не должны содержать М§ 2+ , 
иначе ДНК выпадет в осадок. Ионы М§ 2 + необходимо уда¬ 
лять, добавляя избыточные количества ЭДТА. 

Б. Агароза 

Препараты агарозы значительно различаются по твердо¬ 
сти, по разрешающей способности при разделении фрагмен¬ 
тов ДНК, электрофоретической подвижности ДНК, легкости 
плавления, прозрачности и наличию вредных примесей. Наи¬ 
более вредной примесью являются, по-видимому, сульфони¬ 
рованные агарозы, подавляющие активность многих фермен,- 
тов, работающих на нуклеиновых кислотах. 

Обычно мы пользуемся агарозой фирмы МС/В. Агарозу 
растворяют в буфере для электрофореза, нагревая до кипе¬ 
ния в микроволновой печи. Необходимо убедиться, что рас- 
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твор стал гомогенным и что в нем не осталось твердых час¬ 
тиц агарозы. Перед тем как залить гель, раствор охлаждают 
до 50°С. Если заливать гель слишком горячей агарозой, то 
легко можно повредить аппарат для электрофореза 

В. Лунки для образцов 

Лунки для образцов делают с помощью погруженной в 
расплавленный гель гребенки из оргстекла, полихлорвинила 
или тефлона. Гребенку устанавливают до заливки геля та¬ 
ким образом, чтобы кончики зубьев находились примерно 
в 0,5 мм от основания геля. Если лунки достанут дна, то 
образец может протечь под гель. Когда гель полностью за¬ 
стынет, гребенку вынимают и лунки заполняют буфером для 
электрофореза. 

Г. Нанесение образцов и краски 

Наносимые образцы содержат 5—10% глицерола или 5— 
10% сахарозы и 0,025% красителя, благодаря которому 
можно проследить за ходом электрофореза. Например, мож¬ 
но добавить в образец ‘/іо объема раствора, содержащего 
50% глицерола и 0,25% красителя. 

ДНК. Наносите около 10 нг ДНК в расчете на каждую ожи¬ 
даемую полосу. Гель будет перегружен, если в полосе ока¬ 
жется более чем примерно 100 нг ДНК. 

Краска 

Бромфеноловый синий (распадается в щелочи). 
Вромкрезоловый зеленый (обладает одинаковой подвиж¬ 
ностью и в нейтральных, и в щелочных растворах). 
Ксиленцианол ЕР (распадается в щелочи; подвижность ниже, 
чем подвижность бромфенолового или бромкрезолового). 

Образцы можно наносить, используя автоматическую пи¬ 
петку и полипропиленовый наконечник или с помощью мик¬ 
рошприца, на который надет тонкий пластиковый шланг. 

Подвижность небольших молекул ДНК может быть та¬ 
кой же или даже большей, чем подвижность используемого 
красителя. Чем ниже концентрация агарозы и (или) выше 
напряженность, тем больший фрагмент ДНК будет обладать 
такой же подвижностью, как и краситель. Краситель погло¬ 
щает флуоресценцию связанного с ДНК бромистого этидия. 
Это приводит к тому, что в том месте геля, где находится 
краска, невозможно наблюдать слабые полосы ДНК- 
Образцы можно наносить и без краски. 

Д. Напряженность 

Обычно используют напряженность от 0,5 до 5 В/см. При 
небольшой напряженности получается более высокое разре- 
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шение, особенно для высокомолекулярных ДНК (>70 кЪ). 
При электрофорезе небольших молекул ДНК (<2кЬ), что¬ 
бы увеличить их подвижность и тем самым снизить диффуз- 
ность полос, используют большую напряженность. Чаще все¬ 
го электрофорез проводят в 0,7%-ной агарозе при 1 В/см в 
трис-адетатном буфере в течение примерно 12 ч. 

Подвижность ДНК почти в точности обратно пропорцио¬ 
нальна логарифму длины молекулы. 


Длина дуплекса 

Концентрация ага¬ 
розы, % 

Градиент напряже¬ 
ния, В/см 

150-1000 

1,8 

2-3 

300—2500 

1,4 

2—3 

500—4000 

1,0 

1—2 

700—6000 

0,7 

0,5—1 

1000-9000 

0,5 

0,5—1 


При электрофорезе в трис-адетатном буфере с напряженно¬ 
стью 1 В/см краска движется со скоростью около 1 см/ч. 

Литература 
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II. Окрашивание ДНК в агарозных гелях 

Предостережение. Бромистый этидий, продукты его метаболиз¬ 
ма и акридиновый оранжевый являются мутагенами. В тесте 
Эймса 90 мкг бромистого этидия или 80 мкг акридинового оран¬ 
жевого приводят к такому же результату, как конденсат дыма 
от одной сигареты или 2 мкг нитрозогуанидина. Поэтому при ра¬ 
боте с их растворами надевайте перчатки. 

А. Бромистый этидий 

Бромистый этидий является интеркалирующим агентом и 
связывается с двухцепочечной нуклеиновой кислотой. Ульт¬ 
рафиолетовый свет, поглощенный бромистым этидием 
(300 нм) или ДНК (260 нм), но затем переданный броми¬ 
стому этидию, испускается в виде флуоресценции при 590 нм. 
Наилучшее окрашивание получается, если перед проведени¬ 
ем электрофореза нуклеиновых кислот в гель и в электрофо- 
резный буфер внести бромистый этидий в концентрации при¬ 
мерно 0,5 мкс/мл. Гель можно окрасить и после окончания 
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электрофореза, вымочив его в буфере с 0,5 мкг/мл бромис¬ 
того этидия в течение примерно 1 ч. В обоих случаях не 
обязательно проводить отмывку геля от красителя. Можно 
прокрасить и одноцепочечиую нуклеиновую кислоту. Для 
этого нужно погрузить гель на 1 ч в 1 мМ М§‘30 4 с 5 мкг/мл 
бромистого этидия, а затем отмыть краситель в 1 мМ М§30 4 
в течение 1 ч. 

Имеющийся в продаже бромистый этидий содержит мно¬ 
го примесей (на долю самого бромистого этидия приходится 
лишь около половины веса препарата). Его концентрацию 
можно опредилить спектрофотометрически. 

А4зо=5700 М _1 см _1 , а молекулярная масса=394 г/моль. 

Б. Акридиновый оранжевый 

Акридиновый оранжевый может интеркалировать (встраи¬ 
ваться) в двухцепочечную нуклеиновую кислоту, а может 
также и связываться с одно- и двухцепочечной нуклеиновой 
кислотой, взаимодействуя электростатически с ее фосфатны¬ 
ми группами. Поглощаемый ультрафиолетовый свет с дли¬ 
ной волны 260 нм может испускаться в виде флуоресценции. 
При этом двухцепочечная нуклеиновая кислота флуоресци¬ 
рует при 530 нм (зеленый свет), а одноцепочечная — при 
640 нм (красный свет). 

Гели окрашивают, выдерживая их в течение 1 ч в рас¬ 
творе 30 мкг/мл акридинового оранжевого в 10 мМ раство¬ 
ре соли. Отмывают в течение 1 ч в 0,1 мМ растворе соли. 

III. Фотографирование гелей, содержащих 
нуклеиновые кислоты 

Многие красители, связывающиеся с нуклеиновыми кислота¬ 
ми, флуоресцируют при облучении УФ-светом. Такие красители, 
как бромистый этидий, обладают плоской группой, которая мо¬ 
жет свободно вращаться, если краситель находится в растворе. 
Если же краситель связан с ДНК, то вращение этой группы ока¬ 
зывается заторможенным. В результате этого флуоресценция 
таких красителей в связанном с нуклеиновой кислотой состоя¬ 
нии оказывается гораздо выше, чем в растворе с низкой вязко¬ 
стью. Нуклеиновая кислота может поглощать ультрафиолетовый 
свет; эта энергия передастся на краситель, а затем высветится в 
виде флуоресценции. 

Максимальная чувствительность при фотографировании по¬ 
лучается обычно при облучении светом с длиной волны около 
260 нм. Однако при таком облучении быстро нарушается функ¬ 
циональная активность нуклеиновой кислоты (каждая секунда 
облучения ДНК фага л снижает ее инфекционность на порядок). 
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Облучение же в течение нескольких минут светом с длиной 
волны 365 нм не вызывает заметного снижения инфекционности 
нативной ДНК фага л (как с бромистым этидием, так и без 
него), но приводит к образованию некоторого количества попе¬ 
речных сшивок. 

A. Источник УФ-света 

1. Источник с длиной волны 254 нм (Т336, ИѴ Ргобисіз). 

2. Источник с длиной волны 300 нм (ТМ36, ИѴ Ргобисіз). 

3. Источник с длиной волны 365 нм (ТБЗЗ, ИѴ Ргобисіз). 

Б. Фильтры 

1. Для УФ (контрастный фильтр Д344, ИѴ Ргобисіз). 

2. Для флуоресценции бромистого этидия при 590 нм — же¬ 
латиновый фильтр 23А, Косіак \Ѵгаііеп. 

3. Для флуоресценции акридинового оранжевого при 530 нм 
и при 640 нм — желатиновый фильтр 12 для флуоресценции 
в зеленой (от двухцепочечной) и красной (от одноцепочеч¬ 
ной нуклеиновой кислоты) областях спектра или фильтр 40 
только для зеленого, а фильтр 29 — только для красного 
света (Кобак \ѴгаДеп) . 

B. Фотоаппарат (Роіагоіб МР-4) 

Г. Пленка (Роіагоіб 667 или 665) 

Поскольку большинство фильтров флуоресцируют при 
УФ-облучении, До контрастный УФ-фильтр всегда помеща’ют 
между источником УФ-света и цветными фильтрами. При 
длительном облучении прозрачность для ультрафиолета 
фильтр'а в источнике С61 снижается. Время полужизни тако¬ 
го фильтра составляет примерно 20 ч. При длительном облу¬ 
чении, по-видимому, портятся также и контрастный УФ- 
фильтр, и желатиновые фильтры, так что их следует перио¬ 
дически заменять. При использовании источника С61 с но¬ 
вым фильтром интенсивность света с длиной волны 230— 
270 нм составляет 2400 мкВ/см 2 , а без фильтра 8500 мкВ/см 2 . 


IV. Гели с глиоксалем 

А. Приготовление образца 

1. Если концентрация нуклеиновой кислоты в препарате доста¬ 
точно высока, то можно использовать непосредственно такой 
препарат. В противном случае осадите нуклеиновую кислоту 
эталоном и ресуспендируйте в НгО. 

2. В пробирке от микрофуги составьте пробу объемом 50 мкл: 
25 мкл ДМСО (если необходимо добавлять больший объем 

5—301 



114 


Раздел II. Методики 


препарата, то количество ДМСО можно уменьшить или вооб¬ 
ще не добавлять его), 

2,5 мкл 0,2 М ЫаР0 4 (рН 7,0), 

7,1 мкл 7М деионизованного глиоксаля, 

15,3 мкл препарата. 

3. Закройте пробирку крышкой и инкубируйте в течение 60 мин 
при 50°С. 

4. Добавьте сахарозу или глицерол, бромфеноловый синий в ка¬ 
честве красителя и нанесите образец на гель. 

Б. Гель 

1. В качестве буфера для электрофореза используется 10 мМ 
ЫаР0 4 (рН 7,0). 

2. Используется гель из 1—1,5%-ной агарозы или 0,5%-ной 
агарозы и 1,5—2%-ного раствора полиакриламида. 

3. Электрофорез проводится в течение 4—20 ч при 1 В/см. 

4. Необходима рециркуляция буфера в аппарате. 

5. а. Окрашивайте в растворе акридинового оранжевого с кон¬ 

центрацией 30 мкг/мл в течение 30 мин. Отмывайте, погру¬ 
зив гель на 1 ч в 1 мМ Ыа 3 -ЭДТА. 


или 

б. Чтобы глиоксилирование не блокировало гибридизации 
нуклеиновых кислот, проведите обратную реакцию. Для 
этого выдержите гель в течение 30 мин в 200 мл 50 мМ 
ИаОН. Нейтрализуйте гель и окрасьте нуклеиновую кис¬ 
лоту, поместив гель на 30 мин в 200 мл 0,2 М ацетат нат¬ 
рия (рН 4,0) с бромистым этидием в концентрации 
1 мкг/мл. 

Отмойте гель, поместив его на 30 мин в 0,2 М ацетат 
натрия (рН 4,0). 

6. Фотографирование. 

а. Бромистый этидий: освещайте светом с длиной волны 
254 нм и фотографируйте, используя УФ-фильтр и оран¬ 
жевый фильтр. 

б. Акридиновый оранжевый: освещайте светом с длиной вол¬ 
ны 254 нм и фотографируйте, используя УФ-фильтр и жел¬ 
тый фильтр. 

Двухцепочечная нуклеиновая кислота — флуоресценция в зе¬ 
леной области спектра при 530 нм. 

Одноцепочечная нуклеиновая кислота — флуоресценция в 
красной области спектра при 640 нм. 

В. Приготовление глиоксаля 

1. 30%-ный раствор глиоксаля (технического) в НгО соответ¬ 
ствует приблизительно 7 М. Глиоксаль легко окисляется, и 
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продукты его окисления можно удалить с помощью ионооб¬ 
менной хроматографии. Среди продуктов окисления глико¬ 
левая, глиоксиловая и муравьиная кислоты. 

2. Деионизируйте, пропуская через колонку (сделанную из пи¬ 
петки на 10 мл) с АСЗ-501-Х8 или АО-501-Х8(0). На 1 мл гли- 
оксаля нужно 0,5 мл смолы. 

3. Храните в герметично закупоренных пробирках при — 20°С. 
(Пробирки должны быть плотно закупорены, а воздушная 
прослойка — небольшой.) 

Г. Стабильность глиоксаля 
рН<6 — стабилен 

рН 7— стабилен в течение по крайней мере 20 ч 
Константы скорости разложения: рН 8,0—0,001 мин -1 

рН 10—0,02 мин -1 
рН 11 —0,06 мин -1 
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Методика 21 

Перенос ДНК на нитроцеллюлозу 
или диазотированную бумагу 


I. Перенос из агарозных гелей 

А. Агарозный гель 

1. Проведите электрофоретическое разделение ДНК, исполь¬ 
зуя горизонтальный аппарат и гель размера 14,5ХІЗ,5Х 
Х0,8 см (150 мл). Обычно мы используем 0,7%-ную ага¬ 
розу и трис-ацетатный буфер. 

2. В каждую лунку длиной 0,4 см можно нанести до 5 мкг 
ДНК, расщепленной рестриктирующей эндонуклеазой. Мы 
наносим около 1 мкг расщепленной бактериальной ДНК. 


5 * 
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3. В буфер для электрофореза добавлен бромистый этидий 
(0,5 мкг/мл). При фотографировании гель освещают ко¬ 
ротковолновым УФ-светом. 

Б. Расщепление больших молекул ДНК в геле посредством 
депуринизации 

Если используемая ДНК получена с помощью метода бы¬ 
строго выделения, то депуринизацию проводить не нужно. 
По-видимому, при действии диэтилоксидиформата и прогре¬ 
ва в ней образовалось столько одноцепочечных разрывов, 
что стал возможным быстрый и полный ее перенос из геля. 
В этом случае можно опустить этапы 1—3 и начать прямо 
с этапа В-1. 

1. Поместите гель [размером 14,5x13,5x0,8 см (150 мл)] 
в лоток и добавьте 250 мл 0,25 М НС1 при комнатной тем¬ 
пературе. 

2. Периодически покачивайте в течение 15 мин. После этого 
слейте кислоту и повторите этапы 1 и 2. 

3. Быстро сполосните гель водой и сразу же переходите к 
этапу В. . 

В. Денатурация щелочью 

1. Добавьте 250 мл 0,5 М ИаОН и 1,5 М КаСІ, осторожно 
покачивайте в течение 15 мин. 

2. Слейте щелочь и повторите этап В-1. 

Г. Нейтрализация 

1. Для переноса ДНК на нитроцеллюлозу нейтрализуйте, 
добавив 500 мл раствора, содержащего 0,5 М трис-НСІ 

(рН 7,5) (60 г трис-основания и 30 мл концентрирован¬ 
ной НС1 на 1 л) и 1,5 М ИаСІ (90 г на 1 л) при комнат¬ 
ной температуре. Осторожно покачивайте в течение 
30 мин. 

2. Для переноса на диазотированную бумагу нейтрализуй¬ 
те двумя порциями по '250 мл 1 М ацетата натрия (рН 
4,0). В каждой порции выдерживайте по 30 мин. Удалите 
высокую концентрацию соли, промыв гель в течение 30— 
60 мин в 0,1 М ацетате натрия (рН 4,0). 

Д. Перенос на бумагу 

1. На большой лист пластика или на лоток положите стоп¬ 
ку из 12 листов бумаги ватман ЗММ (листы размером 
57x46 см нарежьте или сложите и разорвите на четыре 
части). Намочите их буфером. Смачивайте и накладывай¬ 
те сразу по два листа. Пузырьки воздуха удаляйте, про¬ 
катывая стеклянную палочку или пипетку. Буфер: для 
переноса на нитроцеллюлозу используйте буфер 55РЕ 
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20X (см. методику 23), для переноса на диазотированную 
бумагу — 0,1 М ацетат натрия (рН 4,0). 

2. На бумагу ЗММ наложите гель. 

3. Смочите водой лист нитроцеллюлозного фильтра (ЗсЫеі- 
сЬег апй ЗсЬиеІІ В85 или НА\УР Мііііроге) или лист 
диазотированного фильтра, вырезанный по размерам ге¬ 
ля. Наложите его на гель так, чтобы между фильтром 
и гелем не оказалось пузырьков воздуха. 

4. На нитроцеллюлозный фильтр наложите пять смоченных 
водой листов бумаги ЗММ (вырезанных по размерам 
фильтра). Укладывайте их так, чтобы между листами не 
было воздушных пузырьков. 

5. Сверху бумаги ЗММ уложите стопку бумажных полоте¬ 
нец, нарезанных по тому же размеру. Толщина стопки 
должна составлять около 6 см. Сверху положите тонкую 
пластинку плексигласа, на которую поместите груз весом 
в 1 кг. 

6. Проводите перенос в течение не менее 2 ч. 

7. Переверните фильтр вместе с усохшим гелем, и. мягким 
карандашом отметьте на нем края геля и места лунок. 

8. На 10 мин смочите нитроцеллюлозный фильтр буфером 
55РЕ2Х и затем высушите в вакуумной печи при 80°С в 
течение 2 ч. 

9. Проводите гибридизацию, как описано в методике 23. 


Литература 

Ьок Е. У. (личное сообщение). 

5 оиікегп Е. М., 1975. Оеіесііоп оі зресіііс зедиепсез апюп§ ЭЫА іга^тепіз 
зерагаіесі Ьу §е1 еІесІгорЬогезіз, Л. Мо'1. Віоі., 98, 503. 

УРаЫ О. М., Зіегп МЗіагк О. К-, 1979. ЕШсіепі Ігапзіег о! Іаг^е ВЫ А 
1га§тепіз ігот а^агозе ?е'І5 Іо сІіагоЬепгуІохутеІІіуІ рарег ■апсі гаріб 
ЬуЪгісІігаііоп Ьу изіп§ сіехігап зиііаіе, Ргос. Ыаіі. Асасі. 5сі., 76, 
3683. 


II. Перенос из бляшек фага К 

1. Вырастите чашки ЬВ с бляшками фага % так, чтобы на чаш¬ 
ке было ІО 2 —10 5 бляшек. Используйте сухие чашки или 
чашки, разлитые за 2 дня до опыта. 

2. Чтобы агар стал твердым, охладите чашки с бляшками при 
4°С. Держите их при этой температуре, от примерно 15 мин 
до нескольких часов. 

3. На газон наложите сухой нитроцеллюлозный фильтр диа¬ 
метром 82 мм (ЗсЫеісЬег апО ЗсЬиеІІ ВА85 или НА\ѴР Міі¬ 
ііроге) . Следите, чтобы между агаром и фильтром не ока¬ 
залось пузырьков воздуха. 
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4. Адсорбцию проводите в течение 1—20 мин. 

5. а. Во время этой адсорбции сделайте отметки на фильтре 

и на чашке, чтобы фиксировать их взаимную ориентацию. 
Для этого можно проколоть каждый фильтр (в то время, 
когда он находится на чашке) по краю в трех местах 
шприцем с иглой номер 25 и нанести капли черных нерас¬ 
творимых в воде чертежных чернил, в которые добавлена 
денатурированная немеченая ДНК-зонд в концентрации 
1 мкг/мл. Объем наносимых капель составляет около 
10 мкл. Чашки нужно помечать несимметрично и так, 
чтобы их можно было размечать, 

б. Чтобы фиксировать ориентацию фильтра относительно 
чашки, нужно добавить на чашку с бляіиками такой фаг, 
который можно на чашке идентифицировать и который 
будет гибридизоваться с зондом. Перед тем как поставить 
чашку инкубироваться, капните на газон около 10 час¬ 
тиц фага К§і5-1ас5, рВК322. Можно также добавить 10— 
20 частиц фага Л§і5-/ас5, рВК322 при высеве ІО 2 —10 5 час¬ 
тиц испытываемого фага. В этих случаях высев проводят 
в верхнем агаре с Х§а1 (добавляется 40 мкл раствора 
Х^аі в ДМСО с концентрацией 40 мг/мл, который хранят 
при —20°С). 

6. Осторожно снимите фильтр с чашки. 

7. Погрузите фильтр (или сразу всю партию фильтров) в 
0,5 М ХаОН и 1,5 М ИаСЛ на время от 20 с до 5 мин. 

8. Фильтр (или сразу всю партию) погрузите в 0,5 М трис 
(рН 7,5) и 1,5 М ТЧаСІ на время от 20 с до 5 мин. 

9. Сполосните в буфере 55РЕ2Х (см. методику 23). 

10. Промокните и отожгите в вакууме при 80°С в течение 1,5— 
2 ч. 

11. Гибридизацию проводите, как указано в методике 23. 

12. После того как проявите рентгеновскую пленку, наложите 
ее на обернутый в пластик фильтр. Перенесите на пленку те 
пометки, которые были сделаны на фильтре, чтобы фиксиро¬ 
вать ориентацию и номер. 

13. Наложите маркированную рентгеновскую пленку на исход¬ 
ную чашку. Выявите бляшки, дающие гибридизацию. 

Обсуждение 

В бляшке фага К содержится значительное количество ДНК 
(как в частицах фага, так и в виде свободной ДНК). При кон¬ 
такте с нитроцеллюлозным фильтром часть этой ДНК необра¬ 
тимо адсорбируется на нем. После этого адсорбированную ДНК 
можно денатурировать и проводить с ней гибридизацию, не вы¬ 
зывая ее смещения. В результате удается локализовать те бляш¬ 
ки, в которых есть последовательность ДНК, гибридизующаяся 
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с радиоактивным зондом. С каждой чашки можно сделать по 
крайней мере семь таких отпечатков. 

1. При использовании чашек ЬВ пятна гибридизации получают¬ 
ся сильнее, чем при использовании чашек для фага к, хотя 
бляшки на первых и оказываются мельче. Допустимое число 
бляшек на чашку зависит от размера бляшек. Если бляшки 
на чашке сливаются, то пятен гибридизации видно не будет. 
Поскольку размер бляшек обратно пропорционален количе¬ 
ству высеваемых для газона клеток, то при необходимости 
можно сделать бляшки нужной величины. Использование 
подсушенных чашек снижает вероятность захвата частиц 
верхнего агара на этапе 6. 

2. Повышение твердости агара при охлаждении предотвращает 
захват частиц верхнего агара на этапе 6. 

3. Можно пользоваться нестерильными фильтрами прямо из 
упаковки. Если под фильтром окажутся пузырьки воздуха, 
то они будут препятствовать переносу ДНК на фильтр. 
В этом месте ошибочно будет получен отрицательный ре¬ 
зультат. 

4. Адсорбция происходит почти мгновенно. Поэтому после того, 
как фильтр коснулся чашки, не сдвигайте его. 

5. Это одна из наиболее сложных операций. Рекомендуем поль¬ 
зоваться вторым методом (5, б). При расщеплении Х§а1 
р-галактозидазой образуется соединение голубого цвета. Фаг, 
который несет область Іас, образует в присутствии Х§а1 го¬ 
лубые бляшки. Такие бляшки остаются голубыми в течение 
по крайней мере нескольких дней. Так как Х§а1 не является 
индуктором, то большинство клеток газона окраски не дает. 
Фаг с областью Іас индуцирует синтез (3-галактозидазы по¬ 
тому, что репрессор этого оперона титруется большим числом 
копий оператора. 

6. Будьте осторожны, чтобы не захватить верхний слой агара. 
Если это произойдет, то смойте агар на этапе 7. 

7. (Этапы 7—10); это обычные процедуры, выполняемые при 
работе с нитроцеллюлозой. Точное выполнение этих операций 
не является критическим. Даже при опускании этапов 7—9 
слабые сигналы гибридизации все еще будут наблюдаться. 
Не проводите отжига фильтров в течение более 2 ч и не на¬ 
гревайте их выше 80°С. В противном случае фильтры станут 
еще более ломкими, чем обычно. 

8. (Этапы 11 и 12); как правило, трудно сопоставить пятна по¬ 
чернения на пленке с определенными бляшками на чашке. 
Обычно из той области чашки, в которой произошла гибри¬ 
дизация, мы зубочисткой или платиновой проволочкой пере¬ 
калываем несколько бляшек на газон чувствительных клеток. 
Если пять раз уколоть примерно в одно и то же место, то 
образуется большая бляшка. Перекалывайте бляшки по шаб- 
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лону. С чашки с переколотыми по шаблону бляшками снимите 
фильтр-реплику. После того как выявите бляшки нужных фа¬ 
гов, проведите их очистку и повторную проверку. 


Литература 

Вепіоп №. Э., Оаѵіз Р. №., 1977. Зсгеепіп^ о! Х§і гесошЬіпапі сіопез Ьу 
КуЬгіаігаііоп іо 5Іп§1е ріачиез іп зііц, Бсіепсе, 196, 180. 

III. Перенос из бактериальных колоний 

1. Вырастите колонии, посеянные по шаблону на селективную 
чашку. 

2. Получите отпечаток на сухой нитроцеллюлозный фильтр 
(диаметром 82 мм; ЗсЫеісЬег аші ЗсЬиеІІ ВА85 или НА\ѴР 
Мііііроге) или на смоченную (бульоном) бумагу ватман 540. 
Пользуйтесь каким-либо из следующих способов: 

а. Положите фильтр прямо на колонии, пока они еще доста¬ 
точно малы. После этого перенесите фильтр на свежую 
селективную чашку, поместив его таким образом, чтобы 
сторона с колониями была обращена не к среде, а к воз¬ 
духу. Таким образом можно сделать только один отпе¬ 
чаток. 

б. С помощью бархата перепечатайте колонии на фильтр, 
положенный на новую селективную чашку. Таким спосо¬ 
бом можно сделать несколько отпечатков, 

в. Вырастите колонии в ячейках планшета для микротитро¬ 
вания. С помощью штампа перенесите их на фильтр. Та¬ 
ким способом можно получить мнрго отпечатков, на ко¬ 
торые нанесены одинаковые количества клеток. 

3. Когда на фильтре вырастут колонии, фильтр осторожно сни¬ 
мите. Пометьте его ориентацию, пользуясь мягким каран¬ 
дашом или сделав на фильтре вырезы. Чтобы потом ориен¬ 
тировать рентгеновскую пленку и чтобы проверить способ¬ 
ность гибридизоваться и эффективность мечения ДНК-зонда, 
нанесите на фильтр каплю с 10 нг денатурированной неме- 
ченной ДНК-зонда. Каждый фильтр должен быть маркиро¬ 
ван по-своему и несимметрично. 

4. Положите фильтр на два листа бумаги ЗММ (14X23 см), 
намоченных в 30 мл 0,5 М ЫаОН и 1,5 М КаСІ, на 3—10 мин. 
Фильтр нужно накладывать так, чтобы та сторона, на кото¬ 
рой находятся колонии, была обращена вверх. 

.5. Чтобы удалить избыток жидкости, перенесите фильтр на 
лист сухой бумаги ЗММ. Фильтр кладите так, чтобы сторо¬ 
на с колониями находилась сверху. 

6. На 3—10 мин положите фильтр на два листа бумаги ЗММ 



22. Внесение метки а- 39 -Р в ДНК с помош,ью ник-трансляции 


121 


(14x23 см), намоченных 30 мл 0,5 М трис (рН 7,5) и 
1,5 М ИаС!. Фильтр накладывайте так, чтобы сторона с ко¬ 
лониями была обращена вверх. 

7. Поместите фильтр (стороной с колониями вверх) на аппа¬ 
рат для отсасывания (воронку), включите насос. Дважды 
сполосните 25 мл 90%-ного этанола, отсасывайте досуха. 

8. Промокните между листами фильтровальной бумаги. Ото¬ 
жгите с прижатой фильтровальной бумагой при 80°С в ва¬ 
кууме в течение 1,5—2 ч. 

9. Гибридизацию проводите, как указано в методике 23. 

10. Проявленную рентгеновскую пленку совместите с заверну¬ 
тым в пластик фильтром. Пометьте на пленке ориентацию и 
маркировку фильтра. 

11. Совместив маркированную рентгеновскую пленку с исходной 
чашкой, выявите те колонии, в которых произошла гибриди¬ 
зация. 


Литература 

Сгипзіеіп М., Ноцпесз О. 5., 1975. Соіопу ЬуЬгісІігаііоп: А теіЬосІ Іог Ше 
ізоіаііоп оі сіопесі ЦЫАз Ніаі сопіаіп а зресШс {*епе, Ргос. №11. Асасі. 
Зсі. 72, 3961. 


Методика 22 

Внесение метки а- 32 Р в ДНК 
с помощью ник-трансляции 

Объемы приведены из расчета, что реакцию проводят в 25 мкл. 

Буфер для ник-трансляции 

50 мМ трис- НС1 (рН 7,5) 

10 мМ М§50 4 
1 мМ ДТТ 
50 мкг/мл БСА 


I. Реакция 

I. Н 2 0; объем = 20 мкл— (объем раствора ДНК, добавленного 
в пробирку от микрофуги). 
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2. 2,5 мкл буфера N1 для ник-трансляции ІОХ: 

0,5 М трис (рН 7,5) 

0,1 М М§50 4 
10 мМ ДТТ 
500 мкг/мл БСА 

3. 2,5 мкл раствора, содержащего по 0,2 мМ всех сІЫТР, кроме 
того, который мечен 32 Р. 

4. 0,5 мкг ДНК (или менее). 

5. 0,5 мкл разведенной ДНКазы (см. разд. III в данной мето¬ 
дике) . 

6. Перенесите эту реакционную смесь в пробирку от микрофу¬ 
ги, в которой находится сІИТР, меченный 32 Р (см. разд. II 
данной методики). 

7. 0,1 мкл раствора очищенной до гомогенности ДНК-полиме- 
разы I Е. соіі с концентрацией 2 мг/мл. 

8. Инкубируйте около 3 ч при 14°С. 

Обычно реакция протекает следующим образом. В началь¬ 
ный период включения метки не происходит, затем следует 
быстрое линейное увеличение включения, замедление включе¬ 
ния, плато, а затем снижение количества включенной метки, 
причем иногда оно происходит быстро. Прекращайте реакцию 
на стадии замедленного роста включения или на стадии пла¬ 
то. В ДНК должно включиться по крайней мере 25% метки. 

9. Остановите реакцию. Добавьте 25 мкл раствора: 

0,02 М Иаз-ЭДТА. 

2 мг/мл ДНК-носителя (обработанной ультразвуком тимус¬ 
ной ДНК) 

0,2% ДСН. 

II. Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты (сПМТР) 

1. Немеченые сІІѴТР: конечная концентрация в 25 мкл равна 
20 мкМ. 

2. 32 Р-с1і\ т ТР (обычно сІСТР). Сполосните полипропиленовую 
пробирку от микрофуги на 1,5 или 0,5 мл этанолом, высушите. 
В эту пробирку внесите меченный 32 Р сІІЧТР в 50%-ном эта¬ 
ноле. Закройте пробирку парафильмом. В пленке сделайте 
три-четыре отверстия. Высушите под вакуумом при комнат¬ 
ной температуре. Конечная концентрация в 25 мкл равна 1— 
5 мкМ (~50 мкКи). 


III. ДНКаза 

1. Исходный раствор: ДНКаза в концентрации 1 мг/мл в 50 мМ 
трис (рН 7,5), 10 мМ М§50 4 , 1 мМ ДТТ и 50% глицерола 
при —20°С. 

2. 0,5 мкл исходного раствора ДНКазы разводят до 100 мкл 
буфером для ее разведения [50 мМ трис (рН 7,5), 10 мМ 
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М§50 4 , 1 мМ ДТТ, 50 мкг/мл БСА]. 0,5 мкл этого разведен¬ 
ного раствора разводят дальше. Разведения проводят при 0°С. 

а. Чтобы получить зонд для гибридизации, 0,5 мкл этого 
раствора разводят в 100 мкл (общее разведение 1 :40 000). 
Длина дуплексов в зонде оказывается менее 5 кЬ. 

б. Для получения меченой двухцепочечной ДНК длиной 
20 кЬ 0,5 мкл разводят в 1 мл (общее разведение 1 : 400 000). 

IV. Проверка включения 32 Р в ДНК 

1. Добавьте <0,1 мкл реакционной смеси в стеклянную пробир¬ 
ку на 5 мл, содержащую 100 мкл ДНК-носителя с концентра¬ 
цией 500 мкг/мл, 

2. Отберите 10 мкл и капните их на фильтр ОРС диаметром 
24 мм. 

3. а. К остальной пробе добавьте 1 мл 1 М НС1 и 0,1 М пиро¬ 

фосфата натрия. 

б. Пробу подержите во льду в течение 10 мин. 

в. Фильтруйте через фильтр ОРС диаметром 24 мм. Промой¬ 
те НС1, затем этанолом. 

4. Высушите оба фильтра. 

5. Просчитайте на ручном счетчике или на более точном счет¬ 
чике. 

6. Если оба фильтра считают одинаково, то эффективность 
включения составляет 10%. Обычно включение составляет 
25—50%. 


V. Выделение меченой ДНК 

А. 1. Нанесите реакционную смесь на колонку 0,7X20 см (Віо- 
Раб Есопо-соішпп) с сефадексом С-50, предварительно 
уравновешенным буфером ТЕ (10 мМ трис и 1 мМ Наз- 
ЭДТА, рН 7,5). Сухой сефадекс 0-50 набухает 3 ч. 

2. Промойте буфером ТЕ (10 мМ трис и 1 мМ Ыа 3 -ЭДТА, 
Р Н 7,5). 

3. Вытекающую жидкость собирайте порциями по 0,5 мл в 
полипропиленовые пробирки. ДНК обычно элюируется 
после 2 мл промывки. За положением ДНК, меченной 
32 Р, в колонке можно следить, пользуясь ручным счет¬ 
чиком. 

4. Соберите первый пик, отбросив хвост. 

Б. 1. Проколите крышку и дно полипропиленовой центрифуж¬ 
ной пробирки на 0,5 мл иглой номер 27. (Сделайте одно 
отверстие в дне и четыре в крышке). 

2. Вставьте проткнутую пробирку в полипропиленовую цен¬ 
трифужную пробирку на 1,5 мл со снятой крышкой. 

3. Во внутреннюю пробирку внесите 100 мкл биогеля Р60 
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(50—100 меш), суспендированного в 10 мМ трис (рН 7,5), 
1 мМ Иаз-ЭДТА, 0,2% ДСН. 

Сверху наслоите 300—400 мкл биогеля Р60 (100— 
200 меш), суспендированного в том же буфере. 

4. Всю эту конструкцию из пробирок поставьте в клиниче¬ 
скую центрифугу (если необходимо, все это можно по¬ 
местить в другую пробирку). 

а. Центрифугируйте в течение 2 мин при 1000 об/мин: 

б. Добавьте 100 мкл буфера для промывки: 10 мМ трис 
(рН 7,5), 1 мМ Ыаз-ЭДТА, 0,2% ДСН. 

в. Центрифугируйте в течение 2 мин при 1000 об/мин. 

г. Внутреннюю пробирку вставьте в чистую наружную 
пробирку. 

д. Образец разведите до 50 мкл и нанесите на биогель. 

е. Центрифугируйте в течение 2 мин при 1000 об/мин. 

ж. Добавьте 50 мКл буфера для промывки и центрифу¬ 
гируйте. 

з. В нижней пробирке собирается около 100 мкл ДНК, 
меченной 32 Р. 

5. При центрифугировании на высокой скорости через отвер¬ 
стие в дне пробирки могут пройти зерна Р60. Чистоту 
центрифуги от радиоактивности проверьте с помощью 
ручного счетчика. 

VI. Общие замечания 

Выше описывалось, как проводить реакцию в объеме 25 мкл. 
Можно успешно проводить реакцию и в объемах менее 10 мкл. 

Большинство коммерческих препаратов ДНК-полимеразы I 
Е. соіі содержит существенные примеси ДНКазы, так что до¬ 
бавление ДНКазы (разд. III данной методики) может оказать¬ 
ся ненужным. 


Литература 

Яі§Ьу Р. ПТ. Віесктапп М., Ркодез С., Вегу Р., 1977. ГаЪеІігщ йеохугіЪо- 

пис'іеіс асіВ Іо Ьі§ф зресШс асііѵііу іп ѵііго Ьу піск ігапзіаііоп 
ѵѵіШ РИА роіушегазе I, 4. Моі. Віоі., 113, 237. 
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Какой сюрприз! Участник фаговых курсов 1951 г. Вацлав Шибальский явно 
испугался, когда обнаружил, что колония сильно слизистого устойчивого к 
хлорамфениколу мутанта Е. соіі выросла от поверхности агара до самой 
крышки чашки Петри [МісгоЬіаІ Оепеіісз Виіі., № 5, 10 (1951)]. Этому спо-, 
собствовала только что разработанная методика градиентных чашек [Зсіепсе, 
116 , 46—48 (1952)]. 


Методика 23 

Гибридизация с иммобилизованной ДНК или РНК 
на твердом носителе 

1. В полипропиленовую пробирку внесите зонд (меченный 32 Р 
или 125 І с помощью ник-трансляции), растворенный в буфере 
ТЕ [10 мМ трис (рН 7,5), 1 мМ Ыа 3 -ЭДТА). Используйте 
зонд в количестве, соответствующем примерно ІО 6 —5-10® 
расп./мин. 
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2. а. Чтобы денатурировать ДНК, прогрейте в течение 10 мин 
при 95°С. 


или 

б. Добавьте 7ю объема I М ЫаОН. Через 10 мин добавь¬ 
те 7ю объема 1,8 М трис-НСІ и 0,2 М трис-основание. 

3. Поместите фильтры с иммобилизованной ДНК или РНК в 
пластиковый мешочек, который можно заварить. 

4. а. Добавьте примерно 4 мл раствора, содержащего буфер 

53РЕ 5'Х+0,3% ДСН, 100 мкг/мл денатурированной и 
разрушенной ультразвуком ДНК-носителя (из спермы ло¬ 
сося) и 50% (об/об) формамида (МСВ), в расчете на 
100 см 2 фильтра. 


или 

б. Проведите предварительную обработку фильтра. Помес¬ 
тите его в мешочек, который можно заварить, и в рас¬ 
чете на фильтр площадью 100 см 2 добавьте 4 мл раство¬ 
ра, содержащего 50% (об/об) формамида (МСВ), 53РЕ 
5'Х, ВЕР 5Х [ВЕР IX =0,02% (в/об) бычьего сывороточ¬ 
ного альбумина, фиколла (мол. вес 400 000) и поливинил- 
пирролидона], 1% глицина и 100 мкг/мл денатурирован¬ 
ной и обработанной ультразвуком ДНК-носителя (из 
спермы лосося). Инкубируйте при 42°С не менее 1 ч. Уда¬ 
лите раствор, использованный при такой предварительной 
обработке. Для фильтра площадью 100 см 2 приготовьте 
4 мл раствора, содержащего 50% (об/об) формамида, 
ЗЗРЕ 5Х, ВЕР Гх, 100 мкг/мл денатурированной и обра¬ 
ботанной ультразвуком ДНК-носителя (из спермы лосо¬ 
ся), 10% (в/об) натриевой соли декстрансульфата 500 
[можно приготовить исходный раствор 50% (в/об)] и 
0,3% ДСН. Половину этого раствора добавьте в мешочек 
с фильтром и перемешайте. К оставшейся половине до¬ 
бавьте денатурированный зонд, хорошо перемешайте и все 
это добавьте в мешочек. Натриевую соль декстрансуль¬ 
фата можно не добавлять. 


или 

в. На фильтр площадью 100 см 2 добавьте около 4 мл раство¬ 
ра, содержащего 88РЕ 5х+0,3% ДСН и 100 мкг/мл де¬ 
натурированной и обработанной ультразвуком ДНК-но¬ 
сителя (из спермы лосося). 

5. Добавьте денатурированную ДНК-зонд в количестве ~ 10° 
расп./мин. Следите, чтобы 32 Р не попал на тот участок ме¬ 
шочка, где его будете заваривать. Заварите мешочек. 

6. Герметизированный мешочек (мешочки) поместите в другой 
мешочек и тоже заварите его. Чтобы не допустить высыха- 
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ния фильтра, в наружный мешочек положите влажное бу- 
• мажное полотенце. 

7. а—б. Если гибридизацию проводите в 50%-ном растворе 

формамида, то ведите ее в течение 3—48 ч при 42°С. 

или 

в. Если гибридизацию проводите в водной среде, то ведите 
ее при 65°С в течение 3—24 ч. 

8. Удалите из мешочка радиоактивную гибридизационную 
смесь. Ее можно использовать для повторных гибридизаций 
(см. обсуждение). 

9. Разрежьте мешочек и выньте фильтр. 

10. а. Промойте три-четыре раза, инкубируя с покачиванием 
при 45°С по 5—15 мин в 250 мл раствора 88РЕ 2х + 
0,2% ДСН. 


или 

б. Промойте три-четыре раза, инкубируя при 37°С по 5— 
15 мин в 250 мл раствора 20 мМ Ыаі, 5 Ні, 5 РО 4 + 0,2% ДСН 
и 1 мМ №з-ЭДТА. 

или 

в. Промойте три-четыре раза, инкубируя по 5—15 мин при 
комнатной температуре в 250 мл 10 мМ- Ыа^Н^РС^-Ь 
+ 0,2% ДСН и 1 мМ Ыаз-ЭДТА. 

11. Высушите фильтр, заверните его в пластик и экспонируйте 
с рентгеновской пленкой. Для того чтобы маркировать и 
ориентировать фильтр, молено завернуть вместе с ним в пла¬ 
стик кусочек бумаги, надписанный радиоактивными черни¬ 
лами. (См. методику 24.) 

ВЕР 100Х=2% (в/об) бычьего сывороточного альбумина, фи- 
колла и поливинилпирролидона. 

Буфер 88 РЕ: 

0,18 М ЫаСІ 
10 мМ (Ыаі, 5 )Р 04 
1 мМ Иаг-ЭДТА 
рН 7,0 

Буфер 88РЕ 20Х (на 1л): 


Ыа 2 -ЭДТА 7,4 г 20 мМ 

ЫаОН (50 %) 8,8 мл 0,16 М 

ЫаН 2 Р0 4 Н 2 0 27,6 г 0,2 М 

ЫаСІ 210 г 3,6 М 
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Обсуждение 


Приведенные выше условия гибридизации разработаны для 
проведения гибридизации с уникальной последовательностью 
бактериальной ДНК, когда на фильтр из геля элюировано в 
сумме около 1 мкг бактериальной ДНК- Если вносится больше 
меченого зонда, то можно получить более сильный сигнал и 
уменьшить время гибридизации. При использовании зонда, ме¬ 
ченного 125 І для получения низкого фона, гибридизацию надо ве¬ 
сти в течение не более трех часов. Неизвестно, почему при ис¬ 
пользовании меченной І25 І тРНК Туг при длительной гибридиза¬ 
ции получается высокий фон. 

Если используемый зонд гомологичен ДНК высших живот¬ 
ных, то в качестве носителя нужно использовать не ДНК из 
спермы лосося, а какую-нибудь другую, например бактериаль¬ 
ную, ДНК. ДНК-носитель можно добавить прямо в зонд, и тог¬ 
да ее не нужно дополнительно добавлять при гибридизации. 

Двухцепочечную ДНК можно денатурировать любым спо¬ 
собом. Однако если концентрация соли в ней выше, чем в буфе¬ 
ре ТЕ, то мы рекомендуем проводить денатурацию щелочью. 
Если зонд повторно используется после длительной гибридиза¬ 
ции в водном растворе, его можно денатурировать ЫаОН. До¬ 
бавьте к зонду 1/10 объема 1,5 М ЫаОН и через 10 мин до¬ 
бавьте 1/10 объема 1,5 М НС1. Если зонд в формамиде, то мож¬ 
но использовать тепловую денатурацию. Зонд становится напо¬ 
ловину ренатурированным в соответствии с таким уравнением: 

Время, за которое происходит наполовину ренатурация в формамиде (в ча¬ 
сах) = 0,05-(объем в мл) • (сложность зонда [кЬ])/(вес зоида [мкг]). 

Так как одна из участвующих в гибридизации нуклеиновых 
кислот-партнеров иммобилизована на твердой подложке, то 
трудно предсказать время, необходимое для оптимальной или 
хотя бы достаточной для выявления гибридизации. Лучше все¬ 
го определить это время эмпирически. 

Основная вариабильность результатов, получаемых при ис¬ 
пользовании этой методики, определяется материалом и каче¬ 
ством фильтров. Обычно для посадки одноцепочечной ДНК ис¬ 
пользуют нитроцеллюлозные фильтры фирм Мііііроге (НА\ѴР 
000 10) или ЗсЫеісЬег апсі ЗсЬиеІІ (ВА85). Однако от партии 
к партии фильтров количество ДНК, связывающейся с ними, и 
уровень фона варьируют. 

Для того чтобы блокировать адсорбцию на фильтре меченой 
одноцепочечной ДНК-зонда, достаточно присутствия ДСН и 
ДНК-носителя. Как правило, при проведении обычной гибриди¬ 
зации на нитррцеллюлозных фильтрах не обязательно использо¬ 
вать раствор ВЕР. 


24. Радиоавтография 32 Р, связавшегося с фильтром 
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Методика 24 

Радиоавтография 32 Р, связавшегося с фильтром 

1. Чтобы не загрязнить экраны и кассеты, заверните фильтр в 
пластиковую пленку. 

2. Завернутый фильтр положите на дно кассеты для рентгенов¬ 
ской пленки размером 20X25 см (8ХЮ дюймов; кассеты 
200024 Ріскег). Убедитесь, что пластиковая пленка не торчит 
из кассеты. 

3. К крышке кассеты прикрепите усиливающий экран [Пироп! 

Сгопех ІЛ§Ьіпіп§-Р1из 2С; 224-156 без зажимов, размер 

8ХЮ дюймов (20X25 см)]. 

4. В темной комнате положите в кассету лист пленки Кобак 
Х-Ота! К или Опроп! Сгопех 4 размером 8X10 дюймов 
(20X25 см). Чувствительность пленки Сгопех 4 в два-четыре 
раза ниже чувствительности пленки Х-Ошаі К, однако она 
имеет большее разрешение. 

5. Перед тем как включить свет, закройте кассету и заприте 
ее. Заверните кассету в алюминиевую фольгу и положите в 
морозильную камеру на —70°С. 

6. Экспонируйте в течение от нескольких часов до нескольких 
дней. 

7. Перед проявлением пленки выньте кассету из морозильной 
камеры. Прежде чем развернуть алюминиевую фольгу, со¬ 
грейте кассету до комнатной температуры. Это необходимо 
для того, чтобы на пленке не произошло конденсации и что¬ 
бы не повредился усиливающий экран. 

8. В темной комнате снимите алюминиевую фольгу, откройте 
кассету и выньте пленку. 

9. Проявляйте в проявителе для рентгеновской пленки. 

Окуните на 5 мин в готовый проявитель Кобак для рентгенов¬ 
ской пленки, 

на 1 мин в останавливающий раствор (3%-ная уксусная кис¬ 
лота), 

на 10 мин в быстрый фиксаж, 
на 15 мин в проточную воду. 

Высушивайте пленку, повесив ее. 
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Методика 25 

Выделение ДНК из агарозного геля 


I. Использование стеклянных фильтров 

1. Для разделения нужных фрагментов ДНК проведите элект¬ 
рофорез в агарозном геле, используя трис-ацетатный или 
трнс-фосфатный буфер (см. методику 20) с 0,5 мкг/мл бро¬ 
мистого этидия. 

2. Осветите длинноволновым УФ-светом лишь узкую полоску 

, геля, чтобы УФ не повредил основной гель. Вырежьте из геля 

кусок, содержащий полосу ДНК. 

3. К этому кусочку геля добавьте такое количество буфера РРЕ 
[6 М ЫаС10 4 , 50 мМ Ыаі, 6 Ні,вР0 4 (рН 7), 10 мМ Иаз-ЭДТА], 
чтобы конечная концентрация ПаСІ0 4 была ^5 М. 

4. Такой препарат поместите на 37°С. Кусочек геля будет всплы¬ 
вать, так что пробирку с препаратом нужно периодически 
переворачивать. Для максимального выхода нужно, чтобы 
гель полностью растворился. Поэтому инкубируйте в течение 
30—60 мин. 

5. Поместите фильтр ватман ОРС диаметром 8 мм в стеклянный 
аппарат для фильтрования. Включите слабый вакуум и авто¬ 
матической пипеткой нанесите на фильтр ОРС 1 мл буфера 
РРЕ. Подберите такое разряжение, чтобы скорость протека¬ 
ния была около 0,5 мл/мин. 

6. Нанесите растворенный образец на фильтр ОРС. Поддержи¬ 
вайте скорость протекания около 0,5 мл/мин. 

7. Сполосните пробирку, в которой находился образец, 1 мл РРЕ 
и нанесите эту жидкость на фильтр. 

8. Сполосните фильтр 1 мл РРЕ, а затем 2—3 мл 100%-ного 
этанола при комнатной температуре (скорость протекания при 
желании можно увеличить). 

9. Удалите избыток жидкости, но не высушите фильтр. 

10. Сложите фильтр в четыре раза. Положите его в пробирку 
от микрофуги на 0,5 мл, дно которой проколото иглой но¬ 
мер 27. Довольно плотно затолкайте фильтр на дно пробир¬ 
ки. Эту пробирку с фильтром поместите в пробирку от мик¬ 
рофуги на 1,5 мл со снятой крышкой. 

11. Элюируйте ДНК с фильтра, добавив к нему 10—20 мкл бу¬ 
фера ТЕ (10 мМ трис и 1 мМ Па 2 -ЭДТА, рН 7,5). Оставьте 
фильтр намоченным примерно на 1 мин. После этого по¬ 
местите пробирки в микрофугу и центрифугируйте в течение 
15 с. В пробирке на 1,5 мл ДНК окажется на дне. Два раза 
добавляйте по 10—20 мкл ТЕ и центрифугируйте. Элюируе- 
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мая в ТЕ ДНК расщепляется большинством рестриктирую- 
щих эндонуклеаз. 

Буфер РРЕ: 6 М ЫаСЮ 4 , 50 мМ Иа^Н, 5 Р0 4 (рН 7), 10 мМ 
Ыаз-ЭДТА. 

Обсуждение 

1. Эта методика основана на том, что при высокой концентра¬ 
ции ЫаС10 4 ДНК прилипает к фильтрам ОРС. 

2. Может оказаться существенным источник ИаСЮ 4 . Некото¬ 
рые партии ЫаСЮ 4 препятствуют связыванию ДНК с фильт¬ 
рами. 

3. Наличие Р0 4 в растворе НаСІ0 4 , по-видимому, повышает 
выход ДНК- В отсутствие Р0 4 некоторое количество ДНК 
остается на фильтре и не элюируется с него. 

4. Фильтр ОРС диаметром 8 мм связывает 2 мкг ДНК- Емкость 
фильтра прямо пропорциональна используемой площади. 

5. Для ДНК меньших размеров выход выше. Обычно выход та¬ 
ков: 

Размер ДНК, кЬ 

40 000 
10 000 
5000 

< 1000 

Литература 

Скеп С. ЦТ, Т ко таз С. А., Дг., 1980. Кесоѵегу о! РКА зе^тепіз Ігот а^агозе 
§е1, Апаі. ВіосЬет., 101, 339. 

МсОопеІІ М„ 8і. Іокп Т. (личное сообщение). 

II. Равновесное центрифугирование в градиенте плотности КІ 

1. Отделите нужный фрагмент, проведя электрофорез в агароз¬ 
ном геле. Используйте трис-ацетатный или трис-фосфатный 
буфер (см. методику 20), содержащий 0,5 мкг/мл бромистого 
этидия. 

2. Осветите длинноволновым УФ-светом лишь небольшую по¬ 
лоску геля, чтобы УФ не повредил основной гель. Вырежьте 
кусочек геля, содержащий ДНК, и взвесьте его. 

3. Растворите гель в насыщенном растворе КІ. 

4. Добавьте бромистый этидий до конечной концентрации око¬ 
ло 50 мкг/мл. 

5. Доведите плотность до 1,5 г/мл. 

Показатель преломления т) 2 о = 0,1731 -р +1,1617 (выполняется 
для 1,3^р^1,7). 


Выход., % 

40-65 

50-75 

50—80 

50—90 
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6. Центрифугируйте до достижения равновесия при 30 000 об/мин 
и 20°С в течение 24—48 ч. 

Литература 

Вііп ІѴ., СаЬаіп А. V., Вщагй Я.. 1975. Ізоіаііоп оі 1аг§е тоіесиіаг ѵѵещЫ 
ОКА ігот ацагозе геіз Іог іигіЬег сіідезііоп Ьу гезігісііоп епгутез, 
РЕВ5 ЕеИ., 53, 84. 

III. Электроэлюция ДНК в гидроксилапатит 

1. С помощью электрофореза в агарозном геле отделите .нуж¬ 
ный фрагмент. Используйте трис-ацетатный * буфер (методи¬ 
ка 20), содержащий 0,5 мкг/мл бромистого этидия. Слейте из 
аппарата столько буфера, чтобы поверхность геля оказалась 
выше его уровня. 

2. Осветите гель длинноволновым УФ-светом и разглядите по- 
. лосы ДНК. Непосредственно перед нужной полосой вырежьте 

лунку шириной I—2 мм. 

3. Заполните эту лунку плотной взвесью гидроксилапатита НТР 
Віо-Кай (в трис-ацетатном буфере для электрофореза). За¬ 
полните лунку доверху, добавляя взвесь по мере осаждения 
частиц. 

4. Осторожно залейте гель буфером и продолжайте электрофо¬ 
рез. Освещая гель длинноволновым УФ-светом, следите за 
движением полосы ДНК из геля в гидроксилапатит. 

5. После того как полоса полностью выйдет из геля, прекрати¬ 
те электрофорез. Пользуясь пастеровской пипеткой, перене¬ 
сите гидроксилапатит в другую пастеровскую пипетку, кото¬ 
рая заткнута силиконизированной стеклянной ватой и за¬ 
креплена таким образом, что получилась маленькая колонка. 

6. Промойте эту колонку пятью объемами (обычно 5 раз по 
200 мкл) буфера 10 мМ КР0 4 (рН 6,8) с 0,5 мкг/мл броми¬ 
стого этидия. Промойте еще пятью объемами буфера 100 мМ 
КР0 4 с 0,5 мкг/мл бромистого этидия. 

7. Элюируйте ДНК буфером 400 мМ КР0 4 с 0,5 мкг/мл броми¬ 
стого этидия. Собирайте небольшие фракции (~50 мкл) и 
следите за флуоресценцией под длинноволновым УФ-светом. 

8. Объедините фракции, которые содержат ДНК. Проведите 
экстракцию фенолом, насыщенным буфером. 

9. Отберите водную фазу. Диализуйте ее в течение ночи про¬ 
тив 10 мМ трис-НСІ (рН 8) и 1 мМ Паз-ЭДТА. 


Литература 

ТаЬак Н. Г., Ріаѵеіі Я. А., 1978. А теШос! Іог ІЬе гесоѵегу о! БЫЛ Ігот 
адагозе ^еіз, ІЧисІеіс Асійз Кез,, 5, 2321. 
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Методика 26 

Быстрая оценка концентрации ДНК с использованием 
бромистого этидия 


I. Метод с использованием чашки с агарозой 

1. В чашки Петри разлейте по 10 мл 1%-ного раствора агарозы 
с 0,5 мкг/мл бромистого Этидия в любом удобном буфере с 
низкой концентрацией соли (можно использовать, например, 
оставшийся после приготовления геля раствор). 

2. На чашку с агарозой нанесите каплей 1—10 мкл того раство¬ 
ра ДНК, концентрацию которого, нужно определить. 

3. Каплями нанесите такие же объемы каких-нибудь препаратов 
ДНК с известной концентрацией. Наносите их в определен¬ 
ном порядке, начиная с концентрации около 0,5 мкг/мл и 
вйлоть до 20 мкг/мл. 

4. Оставьте чашки, чтобы капли впитались в агарозу. (Чашки 
оставляют на разное время — начиная с 15 мин и кончая пе¬ 
рерывом в работе на ночь.) 

5. Сфотографируйте под коротковолновым УФ-светом и сравни¬ 
те 1 2 3 интенсивность флуоресценции. 

6. Если концентрация ДНК в исследуемом препарате оказалась 
выше 20 мкг/мл, то сделайте несколько разведений и вновь 
сравните их с образцами, концентрация которых известна. 

7. Препарат ДНК может содержать небольшие молекулы, кото¬ 
рые мешают определить концентрацию ДНК, вызывая уси¬ 
ление флуоресценции (например, небольшие молекулы РНК) 
или гася флуоресценцию бромистого этидия (например, са¬ 
хароза, ДСН, ИаСІСЧ или формамид). В этом случае оставь¬ 
те чашку на ночь, и тогда эти соединения, препятствующие 
определению концентрации ДНК, диффундируют в окружаю¬ 
щую агарозу. 


II. Метод с использованием пластиковой пленки, 
натянутой на кольцо 

1. Натяните пластиковую пленку на кольцо (например, на обо¬ 
док пластиковой чашки Петри с удаленным дном). 

2. На пленку каплями одинакового объема нанесите растворы 
ДНК с 1 мкг/мл бромистого этидия. Сравните капли, как бы¬ 
ло описано выше в методе I. 

3. Для чистой ДНК лучшим оказывается метод II, а для препа¬ 
ратов ДНК с примесью низкомолекулярных соединений, ко¬ 
торые мешают определению концентрации,— метод I. 
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Методика 27 

Электронная микроскопия ДНК 


I. Водная методика 

A. Метод расправления 

1. Расправляющий раствор. Используйте 30 мкл раствора: 

5 мкл 5 М ацетата аммония и 1 мг/мл цитохрома с, 25 нг 
ДНК, 

Н 2 0 до конечного объема 50 мкл. 

2. Нижняя фаза (0,25 М ацетат аммония). 

Б. Метод капли 

1. 3,5 мкл 5 М ацетата аммония и 1 мг/мл цитохрома с. 

2. 25 нг ДНК. 

3. Н 2 0 до конечного объема 50 мкл. Поместите каплю на 
тефлон или любую другую несмачиваемую поверхность. 
Коснитесь сеточкой боковой стороны капли. Этот метод 
дает лучшие результаты в случае небольших ДНК (на¬ 
пример, ДНК фага фХ174 или вируса 5Ѵ-40). 

B. Окрашивание 

1. В 10 мл 90%-ного этанола добавьте 10 мкл уранилацета- 
та (0,05 М уранилацетат и 0,05 М НС1 в Н 2 0). 

2. Храните закрытым, в темноте. 

3. Окрашивайте сеточки в течение 30 с. 

4. Споласкивайте 5 с в 90%-ном этаноле. 


Литература 


Эаѵіз Р. №.. Зітоп М. N.. Оаьчйзоп N.. 1971. Еіесігоп тісгозсоре Ьеіегосіиріех 
теііюсіз Іог тарріпд гефопз оі Ьазе 5е^иепсе Ьотоіоду іп писіеіс 
асісіз, Меііюсіз ЕпгутоІ., 210 , 413. 

Рег^изоп }., Оаѵіз Р. И7., 1978. СЭиапШаііѵе еіесігоп тісгозсору о! писіеіс 
асісіз. Іп: Асіѵапсесі ІесЬпфиез іп Ьіоіодісаі еіесігоп тісгозсору II 
(КоеЫег X К., е<1.), р. 123. 


И. Формамидная методика 

А. 1. Расправляющий раствор. Используйте 50 мкл раствора: 
10 мкл 1 М трис-НСІ (рН 8,5), 0,1 М Ма 2 -ЭДТА и 0,5 мг/мл 
цитохрома с, 
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25 нг ДНК, 

Н 2 0 до конечного объема 60 мкл,. 

40 мкл формамида. 

2. Нижняя фаза (приготавливается не ранее чем за 5 мин до 
использования) : 

0,01 М трис и ІО -3 М Ыа 2 -ЭДТА (рН 8,5) (100 мл), 

10%-ный формамид (10 мл). 

Б. Окрашивание 

1. В 10 мл 90%-ногО этанола добавьте 10 мкл основного рас¬ 
твора уранилацетата (0,05 М уранилацетат и 0,05 М НС1 
в Н 2 0). 

2. Храните закрытым, в темноте. 

3. Окрашивайте сеточки в течение 30 с. 

4. Промывайте по 5 с в 90%-ном этаноле. 

В. Изоденатурирующие условия (для ряда расправляющих рас¬ 
творов и нижних фаз) 


Расправляющий раствор 

1. 30%-ный раствор формамида 
0,1 М трис (рН 8,5) 

0,01 М Ыа 2 -ЭДТА 

2. 40%-ный раствор формамида 
0,1 М трис (рН 8,5) 

0,01 М Хаг-ЭДТА 

3. 50%-ный раствор формамида 
0,1 М трис (рН 8,5) 

0,01 МПа 2 -ЭДТА 

4. 60%-ный раствор формамида 
0,1 М трис (рН 8,5) 

0,01 М Ыа 2 -ЭДТА 

5. 70%-ный раствор формамида 
0,1 М трис (рН 8,5) 

0,01 М Ыа 2 -ЭДТА 

6. 80%-ный раствор формамида 
0,05 М трис (рН 8,5) 

0,005 М Ыа 2 -ЭДТА 


Нижняя фаза 

5%-ный раствор формамида 
0,01 М трис (рН 8,5) 

0,001 М Ыа 2 -ЭДТА 
10%-ный раствор формамида 
0,01 М трис (рН 8,5) 

0,001 М N32-3ДТА 
20%-ный раствор формамида 
0,01 М трис (рН 8,5) 

0,001 М Ыа 2 -ЭДТА 
30%-ный раствор формамида 
0,01 М трис (рН 8,5) 

0,001 М Ыаг-ЭДТА 
40%-ный раствор формамида 
0,01 М трис (рН 8,5) 

0,001 М Иаг-ЭДТА 
50%-ный раствор формамида 
в дистиллированной воде 


Литература 

Даѵіз Я. И7., Нутап Я. №., 1971. А зіисіу іп еѵоіиііоп: Нотоіоду ЬеІ\ѵееп 
соІірЬадез Т7 агнЗ ТЗ, 3. Моі. Віоі., 62, 287. 

Ваѵіз Я ■ У?-, Зітоп М. Я., ОаѵіЩоп А/’., 1971. Еіесіі'оп гпісгозсоре Ьеіегосіиріех 
теШоЗз Іог тарріпд ге§іопз оі Ьазе зедиепсе Ьошоіоду іп писіеіс 
асісіз, МеШоЗз Епгутоі, 2Ш, 413. 
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Методика 28 

Обычная методика образования гетеродуплексов 


I. Образование гетеродуплексов 

1. 20 мкл Н 2 0 (минус объем препарата фага или ДНК). 

2. 0,1 мкг каждой ДНК (можно в виде фага). 

3. 0,5 мкл 1 М Ма 4 -ЭДТА. 

4. 2,5 мкл 1 М ИаОН. 

5. Выдержите в течение 10—30 мин при 25°С. 

6. 2,5 мкл 1,8 М трис-НСІ и 0,2 М трис-основание (рН 7,2). 

7. 25 мкл формамида. 

8. Инкубируйте в течение 20—60 мин при 25—40°С. 

II. Электронная микроскопия гетеродуплексов 

А. Расправляющий раствор 

1. 10 мкл препарата гетеродуплексов. 

2. 10 мкл раствора, содержащего 1 М трис, 0,1 М Ыа 2 -ЭДТА 
(рН 8,5) и 0,5 мг/мл цитохрома с. 

3. 45 мкл Н 2 0. 

4. 35 мкл формамида. 

5. Наливайте 50 мкл. 

Б. Нижняя фаза (приготавливается не ранее, чем за 5 мин 
до использования) 

0,01 М трис и ІО -3 М Ыа 2 -ЭДТА (рН 8,5), 10%-ный рас¬ 
твор формамида. 


Литература 

йаѵіз Р. №.. Оаѵісізоп N.. 1968. Еіесігоп-тісгозсоріс ѵізиаіігаііоп о! Йеіеііоп 
тиіаііопз, Ргос. ІЧаіІ. Асай. 5сі., 60, 243. 

йаѵіз Р. Зіпіоп М. Л/'., Оаѵісізоп N.. 3971. Еіесігоп тісгозсоре Ьеіегойиріех 
теіЬойз !ог тарріпд гедіопз о! Ьазе зеяиепсе Ьотоіоду іп писіеіс 
асійз, МеіЬойз Епгутоі., 210, 413. 

Регцизоп I., Оаѵіз Я. V/., 1978. Риапіііаііѵе еіесігоп тісгозсору о! писіеіс 
асісіз. 1п: Айѵапсей іесЬпщиез іп Ьіоіофсаі еіесігоп тісгозсору II 
(КоеЫег Л. К., ей.), ѵоі. 2, р. 123, Зргіпдег-Ѵегіад, Вегііп. 

ѴРезІтогеІапсі В. С., ЗгуЬаІзкі ѴР„ Різ Н., 1969. Марріпд о! йеіеііопз апсі 
зиЬзіііиііопз іп Ьеіегойиріех ВИА тоіесиіез оі ЬасіегіорЬа&е ІатЬйа 
Ьу еіесігоп тісгозсору, Зсіепсе, 163, 1343. 
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Методика 29 

Выделение ферментных препаратов из клеток, 
лизогенных по фагу Хс 1857 5аш7 


I. Методики, общие для всех ферментов 

A. Выращивание клеток и индукция 

Вырастите клетки в бульоне ЬВ или в среде с дрожжевым 
экстрактом Агбатіпе 2 и Сегеіозе В1 (Рапазепко еі ак, 
1978). Клетки выращивайте при 30°С до мутности А 60 о = 0,6 
(при усиленной аэрации можно выращивать до мутности 
1,0). В течение 15—20 мин прогрейте культуру при 42°С, а 
затем выращивайте еще в течение 2,5—3 ч при 37°С. Следи¬ 
те за тем, чтобы в процессе роста поддерживалось рН>7. 

Б. Сбор клеток 

Осадите клетки центрифугированием, взвесьте пастооб¬ 
разный осадок клеток. Ресуспендируйте клетки в 1/100 ис¬ 
ходного объема раствора, содержащего 50 мМ трис-НСІ 
(рН 7,5) и 10% сахарозы. Заморозьте, опустив в жидкий 
азот, и храните при температуре —70°С. 

B. Лизис 

Используйте методику лизиса в тепле (8соіі апО Когп- 
Ьег^, 1978). Дайте клеткам оттаять и добавьте такое коли¬ 
чество раствора триса с сахарозой, чтобы на 1 л лизирую¬ 
щего буфера приходилось 150 г клеток. При этом оставьте 
место, чтобы можно было добавить 
сульфат аммония до 5% насыщения, 
спермидин-СІз до 20 мМ, 

Иа 2 -ЭДТА до 20 мМ, 

ДТТ до 1 мМ. 

Сухим или 2М трис-основанием доведите рН до 8. До¬ 
бавьте лизоцим до концентрации 0,2 мг/мл и инкубируйте во 
льду в течение 30 мин. Для достижения полного лизиса про¬ 
гревайте порциями по 250 мл в водяной бане на 37°С в те¬ 
чение 5 мин (температура препарата при этом возрастет не 
до 37°С, а всего лишь примерно до 15°С). 

Лизат центрифугируйте в течение 3 ч при 20 000 об/мин в 
роторе ЗА-20, в течение 90 мин при 25 000 об/мин в роторе 
5\Ѵ-27 или в течение 60 мин при 40 000 об/мин в роторе 60 Ті 
или 45 Ті. 
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Литература 

Рапазепко 5. М., Аіагагй Р. Ьектап /. Р., 1978. А зіпіріе ІЬгеезІер рго- 
сесіиге Іог іѣе 1аг§е зсаіе ригШсаііоп оі ВКА 1і§а$е Ігот а ЬуЬгісІ 
% Іузодеп сопзігисіесі іп ѵііго, Л. ВіоІ. СЬет., 253, 4590. 

8соіі /. Р., КогпЬег д А., 1978. РигШсаііоп о! ІЬе гер ргоіеіп о! ЕзсНегкНіа 
соіі, 3. ВіоІ. СЬет., 253, 3292. 


II. Очистка ДНК-полимеразы I из лизата клеток Е. соіі 594 
(см. список штаммов) 

A. Фракционирование 

К надосадочной жидкости, содержащей сульфат аммония 
в концентрации 5% от насыщения, добавьте сухой сульфат 
аммония (0,25 г/мл). Помешивайте 1 ч при 4°С, после чего 
центрифугируйте в течение 30 мин при 10 000 об/мин в ро¬ 
торе ЛА-14. Осадок отбросьте. К надосадочной жидкости, ко¬ 
торая содержит сульфат аммония в концентрации 47% от 
насыщения, добавьте сухой сульфат аммония (0,16 г/мл), пе-- 
ремешайте и центрифугируйте (КісЬагсНоп еі аі., 1964). Оса¬ 
док ресуспендируйте в буфере, содержащем 200 мМ ЫаР0 4 
(рН 6,5) и 1 мМ ДТТ. Разведите так, чтобы ионная сила рас¬ 
твора стала приемлемой, и пропустите его в этом же буфере 
через колонку с ДЭАЭ-целлюлозой БЕ-52 (объемом 0,5— 
1,0 мл на 1 г клеток). 

Б. Хроматография на фосфоцеллюлозе 

То, что протекло через ДЭАЭ-целлюлозу БЕ-52, диали- 
зуйте против 20 мМ КР0 4 (рН 6,5) и 1 мМ ДТТ. Нанесите 
на колонку с фосфоцеллюлозой Р-11 (объемом 0,5—1,0 мл 
на 1 г клеток), уравновешенной тем же буфером. Промойте 
таким количеством буфера 20 мМ, который равен объему 
колонки, а затем таким же количеством буфера 50 мМ КР0 4 
и 1 мМ ДТТ. Элюируйте градиентом концентрации буфера 
50—250 мМ (с 1 мМ ДТТ). Элюируйте объемом, равным 7— 
8 объемам колонки. Объедините пиковые фракции (пик бел¬ 
ка в середине градиента) и осадите сульфатом аммония (85% 
насыщения, или 0,6 г/мл). Осадок ресуспендируйте в таком 
объеме 100 мМ КР0 4 (рН 7,0), чтобы концентрация белка 
составила 10 мг/мл. 

B. Хроматография на сефадексе 0-100 

Набейте колонку с сефадексом 0-100 (объем сефадекса 
в колонке должен быть ^25 объемов наносимого образца). 
Уравновесьте сефадекс буфером для колонки (100 мМ 
КР0 4 рН 7,0). Нанесите образец и следом пустите буфер для 
колонки. Объедините пиковые фракции. Пик должен элюиро- 
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ваться сразу же после исключенного объема. При желании 
можно сконцентрировать препарат, как было описано выше. 
Препараты храните замороженными при —70°С в том виде, 
как они были элюированы с последней колонки (Лоѵіп еі аГ., 
1969). Небольшой объем можно хранить примерно в тече¬ 
ние года при —20°С, добавив равный объем глицерина. 

Г. Определение активности 

Проба для определения активности содержит 50 мМ трис 
(рН 7,5), 10 мМ М§С1 2 и 1 мМ ДТТ, 100 мкг/мл активиро¬ 
ванной (обработанной ультразвуком) ДНК тимуса теленка 
или спермы лосося, по 20 мкМ каждого сШТР и около 
100 000 имп./мин а- 32 Р-с1СТР или сіОТР. Одна единица фер¬ 
мента соответствует включению примерно 10% метки в кис¬ 
лотонерастворимый материал за 3 мин при 37°С в пробе 
объемом 100 мкл. (1 ед. активности дает включение 10 моль 
за 30 мин, с поправкой на нуклеотидный состав.) При таком 
способе определения активности чистый фермент обладает 
удельной активностью около 2500 ед./мг. 


Литература 
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III. ДНК-лигаза фага Т4 из лизата клеток Е. соіі Е1150 
(см. список штаммов) 

А. Фракционирование 

-К надосадочной жидкости, содержащей сульфат аммония 
в концентрации 5% от насыщения, добавьте сухой сульфат 
аммония (0,33 г/мл). Помешивайте на холоду в течение 1ч, 
центрифугируйте 30 мин при 10 000 об/мин в роторе ЛА-14. 
Ресуспендируйте осадок в буфере, содержащем 25 мМ трис 
(рН 7,2), 0,3 М ЫаСІ и 1 мМ ДТТ. Разведите таким образом, 
чтобы ионная сила соответствовала 0,3 М ЫаСІ и пропусти¬ 
те через колонку с ДЭАЭ-целлюлозой ОЕ-52 (0,5—1,0 мл 
смолы на 1 г клеток) в этом же буфере. 

Б. Фракционирование на Р-11 и ОЕ-52 

Диализуйте препарат против буфера, содержащего 
25 мМ трис (рН 7,2) и 1 мМ ДТТ. Нанесите образец на 
колонку с фосфоцеллюлозой Р-11 (0,5—1,0 мл смолы на 1 г 
клеток), уравновешенной этим же буфером. Промойте ко- 




140 


Раздел II. Методики 


лонку таким количеством этого буфера, который равен двум 
объемам колонки. Промойте буфером + 0,15 М ЫаСІ в коли¬ 
честве, равном двум объемам колонки. Элюируйте буфером с 
0,75 М КаСІ. Белок, элюированный с колонки, диализуйте 
против буфера, содержащего 25 мМ трис (рН 7,2) и 1 мМ 
ДТТ. Выпавший при диализе белковый осадок отцентрифу- 
гируйте и отбросьте. Препарат нанесите на колонку с ЬЕ-52 
(0,5 мл смолы на 1 г клеток), промойте буфером 25 мМ трис 
(рН 7,2) и 1 мМ ДТТ в количестве, равном двум объемам 
колонки. Элюируйте этим же буфером плюс 0,3 М ЫаСІ. 

В. Хроматография на гидроксилапатите 

Элюат с ОЕ-52 прямо наносите на колонку с гидроксил- 
апатитом (0,5 мл смолы на 1 мг белка), уравновешенным 
буфером, содержащим 25 мМ трис (рН 7,2), 1 мМ ДТТ и 
0,3 М ИаСІ. Промойте этим буфером в количестве, равном 
двум объемам колонки. Элюируйте градиентом концентра¬ 
ции сульфата аммония 0—0,5 М в буфере с 0,3 М ПаСІ. Ли¬ 
газа (>95% чистоты) выходит в единственном основном бел¬ 
ковом пике. 

Г. Определение активности 

Удобный, но отнюдь не количественный метод определе¬ 
ния активности лигазы состоит в том, что замыкаются « 
кольца небольшие кольцевые молекулы ДНК, расщепленные 
такой рестриктирующей эндонуклеазой, которая приводит к 
образованию липких концов и которая свободна от примеси 
фосфатазы и экзонуклеазы. Более традиционные методы тес¬ 
тирования активности описаны в приведенных ниже работах 
(\Ѵеіз$ еі аі., 1968; МобгісЬ апб Бейтап, 1970): По-видимо¬ 
му, с помощью большинства методов нельзя правильно опре¬ 
делить активность лигазы до тех пор, пока препарат не бу¬ 
дет первый раз очищен на ОЕ-52. После очистку на Р-11 ак¬ 
тивность препарата можно правильно определить уже лю¬ 
бым способом. 
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Раздел III 

ПРИЛОЖЕНИЯ 

Приложение 1 

Среды, концентрации лекарственных препаратов, 
пищевые добавки 

I. Среды 

А. Среда ЬВ (Луриа-Бертани) 


На 1 л 

Триптон Васіо 

10 г 


Дрожжевой экстракт Васіо 

5 г 


ЫаСІ 

5 г 

Для чашек 

Агар Васіо 

15 г 

Для верхнего 


7 г 

агара 



Среда для фага 

), 


На 1 л 

Триптон Васіо 

10 г 


№С1 

5 г 

Для чашек 

Агар Васіо 

12 г 

Для верхнего 


7 г 

агара 




В. Среды с агарозой (для использования при выделении ДНК 
быстрым методом) 

Вместо агара Васіо в обычной прописи используйте 10 г 
агарозы на 1 л для нижнего слоя агарозы и 6 г агарозы на 
1 л для верхнего слоя агарозы. 

Г. Индикаторные чашки Сгееп 


На 1 л Триптон Васіо 8 г 

Дрожжевой экстракт Васіо 1 г 

№С1 15 г 

Агар Васіо 15 г 

Автоклавируйте и затем добавьте стерильные растворы: 

40 %-ная глюкоза 34 мл 

2,5 %-ный ализариновый жел- 25 мл 

тый 

2 %-ный анилиновый голубой 6,6 мл 


Ализариновый желтый О и СО производятся фирмой 
МСВ, а анилиновый голубой — фирмой Різііег. Непосред¬ 
ственно перед использованием раствор ализаринового желто¬ 
го следует прогреть, так как при комнатной температуре этот 
краситель нерастворим. 
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Д. Чашки Кей (для выявления образования р-лактамазы) 

На 1 л Триптиказа (ВВЬ) 10 г 

ЫаСІ 5 г 

Агар Васіо 10 г 


Автоклавируйте, а затем добавьте: 

1—5 мг ампициллина в зависимости от партии. Ампицил¬ 
лина должно быть добавлено столько, чтобы только-толь¬ 
ко подавить чувствительные клетки, 

25 мг хлористого 2,3,5-трифенилтетразолия, 

33 мл стерильного 30%-ного раствора глюкозы. 


Е. Супербульон 
На 1 л 


Ж. Среда с трипти- 
казой и ЭДТА 
На 1 л 

Для чашек 

Для верхнего ага- 

ра 


Триптон Васіо 
Дрожжевой экстракт Васіо 


№С1 

10 М ХаОН 


Триптиказа (ВВБ) 
N301 

Агар Васіо 


33 г 
20 г 

7.5 г 

3.5 мл 


10 г 
5 г 
10 г 
6,5 г 


3. Среда Е (минимальная среда Фогеля — Боннера) 

Для приготовления 1 л среды Е 50X растворяйте в воде при 
температуре не ниже 45°С указанные ниже соли (в том по¬ 
рядке, в котором они приведены). Храните с хлороформом и 
стерилизуйте после того, как разведете. 


На 1 л среды Е 50 х : Дистиллированная вода 670 мл 

М§50 4 • 7НО г 10 г 

Лимонная кислота-1 Н 2 0 100 г 

К 2 НР0 4 безводный 500 г 

ХаНХН 4 Р0 4 • 4Н 2 0 175 г 


Жидкая среда. Разведите в 50 раз, простерилизуйте и до¬ 
бавьте необходимые сахара и пищевые добавки. 

Для чашек. Приготовьте равные объемы среды Е 2х и 
3%-ного агара Васіо, автоклавируйте их по отдельности и 
добавьте необходимые сахара и пищевые добавки. 

И. Среда ЫСЕ (среда Е без углерода или без цитрата) 

Этой средой пользуются в тех случаях, когда в селектив¬ 
ной среде должен использоваться какой-нибудь источник уг¬ 
лерода, отличный от глюкозы или цитрата. Клетки 5 аітопеі- 
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Іа могут использовать цитрат, добавленный в среду Е в ка¬ 
честве хелатирующего соединения. Поэтому для Заітопеііа 
нужно применять минимальную среду без цитрата. Если ис¬ 
ключить из концентрата среды ПСЕ М§50 4 и добавлять его 
в среду уже после ее разведения, то можно приготовить сре¬ 
ду ЙСЕ, концентрированную в 50 раз. 


ИСЕ 50х(1 л) 

КН 2 Р0 4 

197 г 

к 2 нро 4 .н 2 о 

325,1 г 


Иа (ПН 4 )НР0 4 -Н 2 0 

175 г 


Н 2 0 

925 мл 

Раствор М§30 4 1000Х 

М§50 4 

265,5 г 

(1 М М§30 4 для 
среды К СЕ) 

н 2 о 

1000 мл 

Чтобы приготовить среду ИСЕ 2 х, смешайте 

1 л Н 2 0, 



40 мл концентрированной среды 

2 мл раствора М§30 4 1000х. 

ИСЕ 50 X, 


Автоклавируйте эту смесь, добавьте равный объем расплав¬ 
ленного агара 2Х (3%-ного), добавьте источник углерода 
(обычно до конечной концентрации 1%) и разливайте чашки. 

К. Среда М9 


На 1 л 

Иа 2 НР0 4 .Н 2 0 

6 г 


КН 2 Р0 4 

3 г 


ИаСІ 

0,5 г 


Ш 4 С1 

1 г 

Автоклавируйте, 

затем добавьте стерильные растворы: 



1 М Мё$0 4 

1 мл 


0,01 М СаС1 2 

10 мл 


(Если используете обычный неочищенный агар, то СаС1 2 
можно не добавлять.) 

Для чашек. Приготовьте равные объемы среды М9 2х и 
3%-ного агара Васіо. Автоклавируйте по отдельности, сме¬ 
шайте и добавьте сахар (например, 0,2%-ный раствор глю¬ 
козы или мальтозы) и необходимые пищевые добавки. Для 
приготовления верхнего агара М9 смешайте равные объемы 
автоклавированных по отдельности среды М9 2Х и 1,3%-но- 
го агара Васіо. Иногда при длительном хранении верхнего 
агара М9 (или при повторном его плавлении) образуется 
тонкий преципитат. Такой преципитат безвреден. 

Л. Чашки Мак-Конки 

На 1 л Основной агар Мак-Конки (Оіісо) 40 г 

Автоклавируйте, затем добавьте сахар до 1%. Фирма Оіісо 
производит также среду, уже содержащую лактозу. 
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М. Чашки ЭМ С 
На 1л 

или 


Основной агар ЕМВ (Оіісо) 27,5 г 

Триптон Васіо 10 г 

Дрожжевой экстракт Васіо 1 г 

N301 5 г 

КН 2 Р0 4 2 г 

Агар Васіо 15 г 


Автоклавируйте, затем добавьте стерильные растворы: 

4 %-ный раствор эозинового жел- 10 мл 
того 

0,65 %-ный раствор метиленово- 10 мл 
го синего, сахар до 1% 


Н. Селективные чашки Бохнера (для отбора мутантов Теі 8 ) 


Раствор А 


Раствор Б 


Триптон Васіо 

10 г 

Дрожжевой экстракт Васіо 

5 г 

Хлортетрациклин ■ НС1 

50 мг 

Агар 

15 г 

н 2 о 

500 мл 

НаСІ 

10 г 

ХаН 2 Р0 4 -Н 2 0 

10 г 

Глюкоза 

2 г 

н 2 о 

500 мл 


Растворы А и Б автоклавируйте по отдельности при дав¬ 
лении 1,05 атм в течение 20 мин (важно выдержать время). 
Смешайте и охладите до такой температуры, при которой 
можно разливать чашки. Добавьте 5 мд 2пС1 2 (20 мМ). До¬ 
бавьте также либо 6 мл фузаровой кислоты (с концентраци¬ 
ей 2 мг/мл), либо 10 мл хинальдиновой кислоты (с концен¬ 
трацией 10 мг/мл). 

О. Агар для столбиков 

На 1 л Питательный бульон (ЭНсо) 8 г 

Агар Васіо 6 г 

Автоклавируйте (или нагрейте в микроволновой печи),тща¬ 
тельно перемешайте. Разлейте по флаконам и затем авто¬ 
клавируйте, чтобы простерилизовать. Не нужно разливать 
стерильную среду по стерильным флаконам, не проводя пос¬ 
ле этого повторной стерилизации. 

П. Среда УУМ 

Эта среда состоит из бульона для фага Я, 0,01%-ного 
дрожжевого экстракта и 0,2%-ного раствора мальтозы. Она 
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часто упоминается в литературе, но обычно ее можно заме¬ 
нить средой ТУМ. 

Р. Бульон ТУМ 

Это бульон ЫЗ, содержащий 0,2% мальтозы. Для этого 
в бульон добавляют 1/100 объема стерильного 20%-ного рас¬ 
твора мальтозы. 

С. Среда для разведения фага X 

10 мМ трис-НСІ (рН 7,5) и 10 мМ М§30 4 . Иногда для 
длительного хранения препаратов фага X рекомендуется до¬ 
бавить ЫаСІ до 50 мМ и желатину до 0,01%. Это особенно 
полезно, если фаг был очищен в растворе СзСІ. 

Т. Забуференный физиологический раствор 

0,85% (в/об) ИаСІ и 0,066 М ЫаР0 4 (рН 7,0). 

II. Концентрации антибиотиков 

Обычно в богатые среды добавляют больше антибиотика, 
чем в минимальные. Исключение составляют те чашки, кото¬ 
рые используются в опытах по трансформации. Рекомендуем 
следующие конечные концентрации: для богатых сред — тетра¬ 
циклина 20 мкг/мл, ампициллина 50 мкг/мл; для минимальных 
сред и для сред, используемых в опытах по трансформации,— 
тетрациклина 10 мкг/мл и ампициллина 25 мкг/мл. 

III. Пищевые добавки 

Ниже приведен список пищевых добавок, которые часто ис¬ 
пользуются при работе с бактериями. Основные растворы при¬ 
готавливают так, чтобы нужная конечная концентрация полу¬ 
чалась при добавлении 5 мл основного раствора к 1 л среды. 
Лимитирующей является такая концентрация добавки, при ко¬ 
торой нуждающийся в ней ауксотроф будет образовывать кро¬ 
шечные колонии, легко отличимые от колоний клеток дикого ти¬ 
па. Добавление 5 мл основного раствора на 1 л среды обеспе¬ 
чивает нормальный рост ауксотрофа. 


6—301 
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У ридин 

Фенилаланин 

Цистеин 

ЭГТА 


5,0 

0,001 

1,35 


Ф 
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0,001 

2,67 


А 
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А 
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0,01 
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0,86 

А 

0,32 


0,84 


Ф 
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1,0 


Ф 
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А 
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0,7 


А 
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0,005 

0,31 

0,25 

А 

1,0 


4,28 


А 
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А 
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А 
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0,91 


А 
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1,7 


А 

0,1 


0,38 


А 

0,3 


0,79 


А 

0,3 

0,005 

0,79 

0,086 

А 

0,3 

0,005 

1,1 

0,086 

А 

0,3 


0,9 

0,086 

А 

0,1 


0,25 


А 

0,1 


0,48 


А 

0,1 


0,41 


А 

2,0 

0,002 

4,6 

0,005 

А 

4,0 

0,01 

8,4 

0,0125 

А 

0,05 


0,337 


А 

0,32 


0,81 


А 

0,1 


0,36 


Ф 

0,3 


0,71 


А 

0,1 


0,41 


Ф 

0,1 

0,003 

0,224 

0,15 

А 

0,1 

0,003 

0,488 


А 

0,3 


0,99 


А 

0,3 


0,73 


Ф 

10,0 


2 М 


А 


0,1 нНСІ 


в 1 нНСІ 


0,01 

нНСІ 

Нейтра¬ 

лизовать 


*А — автоклавирование, Ф — фильтрование. 


Приложение 2 

Диагностика ауксотрофов (ауксанография) 

Состав этих чашек показан в таблице, которая приводится 
ниже. Все пищевые добавки используются в тех конечных кон- 
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центрациях, которые указаны в приложении 1. Состав сред 
1—5 приводится в таблице по вертикали, а сред 6—10 — по 
горизонтали. Среда 11 содержит соединения, отсутствующие в 
других средах. Ее состав приведен внизу таблицы. В обсужде¬ 
нии приводятся некоторые замечания относительно использова¬ 
ния этих сред. 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

Аденозин 

Гуанознн 

Цистеин 

Метионин 

Тиамин 

7 

Гистидин 

Лейцин 

Изолейцин 

Лизин 

Валин 

8* 

Фенилала¬ 

нин 

Тирозин 

Триптофан 

Треонин 

Пролин 

9 

Глутамин 

Аспарагин 

Урацил 

Аспарагино¬ 
вая кислота 

Аргинин 

10 

Тимин 

Серин 

Глутамино- ' Диамино Ли¬ 
ван кислота мелииовая 

кислота 

Глицин 

11 

Пиридоксии 

Никотиновая 

кислота, 

биотии, пантотенат, Аланин 


* См. примечание 5 в обсуждении. 


Обсуждение 

1. Некоторые мутанты, нуждающиеся в пуринах, растут на аде¬ 
нозине или гуанозине; такие мутанты будут расти на сме¬ 
сях 1, 2 и 6. 

2. Некоторым мутантам, нуждающимся в пуринах, необходи¬ 
мы аденозин + тиамин. Такие мутанты будут расти только на 
смеси 6. 

3. Мутанты ру г А нуждаются в у р ациле и аргинине. Они рас¬ 
тут только на смеси 9. 

4. Мутанты, которым необходимы изолейцин + валин, будут 
расти только на смеси 7. При работе с Е. соіі К12 в смесь 5 
необходимо добавить изолейцин, так как в отсутствие изо¬ 
лейцина все штаммы К.12 чувствительны к валину. 

5. Те мутанты, у которых блокирована ранняя стадия пути 
биосинтеза ароматических аминокислот, будут расти только 
на смеси 8. Кроме веществ, перечисленных в списке, среда 8 
содержит также парааминобензойную кислоту и дегидро¬ 
бензойную кислоту, что необходимо для роста мутантов, у 
которых блокирован синтез ароматических аминокислот. 

6. Мутанты, у которых блокированы ранние стадии пути био¬ 
синтеза лизина, растут только на смеси 4. 

7. Смесь 11 удовлетворяет в основном потребности в витами¬ 
нах. 

8. Растворы приведенных выше смесей (1 —11) можно приго¬ 
товить концентрированными в 10 раз. 

§* 
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9. Используйте соли глутаминовой и аспарагиновой кислот. 

10. Растворы глутамина и аспарагина не автоклавируйте. 

11. Растворы, содержащие триптофан, храните в темноте. 

12. Смесь 9 содержит 20 мМ глутамина, а смесь 1—только 
5 мМ. Те штаммы, которые нуждаются в высокой концен¬ 
трации глутамина (например, мутанты §1пА), будут расти 
лишь на среде 9. 


Приложение 3 

Хранение бактерий, фагов и ДНК 


I. Хранение бактерий и фагов 

А. Хранение фагов 

Обычно пользуются двумя методами хранения. Ауксо- 
трофы (в том числе со вставками Тп 10) и множественно 
маркированные штаммы с относительно стабильным геноти¬ 
пом можно хранить в столбиках во флакончиках при ком¬ 
натной температуре. Для мутантов со вставками Тп5, у ко¬ 
торых накапливаются дополнительные копии этого транспо- 
зона, данный метод непригоден. Такие мутанты, штаммы 
Шг и штаммы с нестабильными геномами рекомендуется 
хранить при низкой температуре (—70°С), как это описано 
ниже. 

Б. Хранение фагов 

Лизаты фага Р22 (методика 2) обычно стабильны при 
4°С в хорошо забуференной среде с кальцием и магнием. 
Лизаты мутанта НТ 124 фага Р22 (мутант, характеризую¬ 
щийся повышенной частотой трансдукции) несколько менее 
стабильны — возможно, из-за изменения структуры капсида 
под действием мутации НТ. Лизаты фага К (см. методику 2) 
можно хранить при 4°С с каплей СНС1 3 . Титр такого лиза¬ 
та, однако, может за год упасть на порядок. В течение дли¬ 
тельного времени препараты фагов Р22(НТ) и К хранят при 
низкой температуре, как это описано ниже. 
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II. Методики хранения 


4. Столбики во флакончиках при комнатной температуре 


Флакончики 

Крышки 

Этикетки 


Среда 


Емкость ~ 2 мл (0,5 драхмы), размер 12x35 мм 
Бакелитовые с резиновыми прокладками 
Для флакончиков, хранящихся при комнатной темпе¬ 
ратуре, пользуйтесь этикетками Кит Кіеап. Эти¬ 
кетки Тіте и ЗЬатгоск не отклеиваются при низ¬ 
кой температуре, и ими можно пользоваться и при 
хранении при —70°С. 

Питательный бульон (Біісо) 2 г 

Агар 1,5 г 

Н. 2 0 250 мл 


Б. Подготовка флакончиков 

Среду нагревают до полного расплавления агара. Поль¬ 
зуясь репетером, разлейте ее по флакончикам (по 1,2 мл во 
флакончик). Закройте флакончики крышками и автоклави¬ 
руйте (они не лопаются). До использования храните фла¬ 
кончики при 4°С. 


В. Использование флакончиков 

Ту культуру, которую хотите сохранить, внесите уколом 
в мягкий агар. Пользуйтесь иглой аппликатора или иглой 
для инокуляции. Горлышко флакончика с резьбой погрузите 
в расплавленный парафин и плотно заверните крышку, по¬ 
ка парафин не застыл. Герметизация парафином предотвра¬ 
тит высыхание. В таких флакончиках культуры могут хра¬ 
ниться свыше 10 лет. 


Г. Хранение фагов и бактерий при низкой температуре 

Как фаги, так и бактерии можно хранить в 7%-ном рас¬ 
творе ДМСО (или в 15%-ном глицерине) при —70°С. Для 
этого приготавливают стерильные пробирки с 70 мкл ДМСО 
(или 150 мкл глицерина). Во флакончик пипеткой наливают 
1 мл суспензии фага или свежей культуры бактерий и пере¬ 
мешивают. Флакончик закрывают крышкой и помещают на 
—70°С. 

Когда берете фаг или клетки из культуры, хранящейся 
при —70°С, не нужно оттаивать флакончик. Откройте его и 
стерильной иглой поскребите поверхность замороженного 
материала. Рассейте штрихом на подходящую среду или бак¬ 
териальный газон. Флакончик же можно опять закрыть 
крышкой и снова поставить на —70°С. 


III. Хранение ДНК 

При обработке и хранении ДНК и РНК важно учитывать 
следующие свойства реактивов и условий. 
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1. Тяжелые металлы способствуют разрыву фосфодиэфирных 
связей. 

2. Ца 2 -ЭДТА прекрасно хелатирует ионы тяжелых металлов. 

3. При рН выше 7 цитрат уже не обладает буферной емко¬ 
стью и лишь очень слабо хелатирует металлы. Цитрат ис¬ 
пользуют по причинам чисто историческим, его использова¬ 
ние не дает никаких преимуществ. Поэтому мы от него от¬ 
казались. 

4. При облучении и в результате химического расщепления об¬ 
разуются свободные радикалы. Они вызывают разрывы фос¬ 
фодиэфирных связей. 

5. УФ-лучи. Облучение светом с длиной волны 260 нм вызы¬ 
вает различные повреждения, в том числе приводит к об¬ 
разованию тиминовых димеров и поперечных сшивок. При 
этом падает биологическая активность. Облучение светом с 
длиной волны 320 нм также вызывает образование попереч¬ 
ных сшивок, но с меньшей эффективностью. 

6. Диэтилпирокарбонат и диэтилоксидиформат. Эти соедине¬ 
ния вызывают включение в одноцепочечные нуклеиновые 
кислоты карбэтоксильных групп, что приводит к утрате био¬ 
логической активности. С двухцепочечными нуклеиновыми 
кислотами они, как правило, не реагируют при комнатной 
температуре. 

7. Низкие значения рН вызывают депуринизацию, но этот про¬ 
цесс характеризуется высокой энергией активации. 

8. Бромистый этидий вызывает фотоокисление ДНК при облу¬ 
чении ее видимым светом в присутствии молекулярного кис¬ 
лорода. Он хорошо захватывает свободные радикалы. 

9. Фенол. Продукты его окисления могут вызывать разрывы 
фосфодиэфирных связей. 

10. Эфир. Перекиси вызывают, по-видимому, разрывы фосфоди¬ 
эфирных связей. 

11. Формамид. Большинство водных растворов формамида со 
временем закисляется (до рН 5). Поскольку процесс ката¬ 
лизируется щелочью, то лучше забуферить раствор форма¬ 
мида около рН 7 с помощью фосфата или РІРЕ5. Если 
РНК находится в формамиде дольше нескольких дней, то в 
ней обнаруживается некоторое количество разрывов фосфо¬ 
диэфирных связей. 

12. Этанол. В отсутствие тяжелых металлов этанол не вызыва¬ 
ет повреждений ДНК. 

13. Нуклеазы. У людей на кожном покрове присутствуют нукле¬ 
азы. Поэтому старайтесь, чтобы пальцы не приходили в 
прямой или опосредованный контакт с нуклеиновыми кисло¬ 
тами. В большинстве своем ДНКазы не очень стабильны. 
Однако многие РНКазы чрезвычайно устойчивы. РНКаза 
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может сорбироваться на стекле или пластике и оставаться 
при этом активной. 

14. 5°С. Это одна из наиболее подходящих для хранения ДНК 
температур. 

15. — 20°С. При этой температуре происходит интенсивное обра¬ 
зование одно- и двухцепочечных разрывов. Соль в раство¬ 
рах ДНК вымораживается, а точка замерзания насыщенного 
раствора соли примерно соответствует тем температурам, 
которые получаются в большинстве морозильных камер при 
их циклической работе. В результате ДНК подвергается 
многократным циклам замораживания — оттаивания. 

16. —70°С. Это, по-видимому, лучшая температура для дли¬ 
тельного хранения. Помните, однако, что в замороженном 
состоянии повреждающее действие свободных радикалов 
может быть гораздо выше. 

Хранить ДНК в течение длительного времени лучше всего 
в растворах с высокой концентрацией соли (ТзН М), высокой 
концентрацией На 2 -ЭДТА (^10 мМ) при рН 8,5 (трис-буфер). 

Очень хорошо хранить ДНК в растворе СзС! с бромистым 
этидием, плотность которого соответствует плавучей плотности 
ДНК, при 5°С в темноте (завернув сосуд в алюминиевую фоль¬ 
гу). При этих условиях за год происходит разрыв примерно 
одной фосфодиэфирной связи на 200 кЬ ДНК. 

ДНК фага К лучше сохраняется в частицах фага, чем в виде 
очищенной ДНК- В фаговых частицах в растворе СзСІ с плот¬ 
ностью, еоответствующей плавучей плотности фага, ДНК может 
храниться в течение 5 лет, и при этом не выявляется каких-ли¬ 
бо ее повреждений (менее одного разрыва на 200 кЪ). 


Приложение 4 

Буферы и растворы 


I. Буферы 


Буфер 

рКа (20°С) 

ЛрХ а / С С 

Мол. масса 

Молярность 
насыщенного 
раствора 
при 0°С 

РІРЕ5 

6,80 

— 0,0085 

342 

1,4 

МОР5 

7,20 

— 0,006 

209 


ТЕ5 

7,50 

— 0,020 

229 

2,6 

НЕРЕ5 

7,55 

— 0,014 

238 

2,2 

НЕРР5 

8,00 

— 0,007 

252 

2,5 

Трис 

8,30 

— 0,031 

121 

2,4 
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рН 

Количество 

трис, моль 

Трис-НС 1 

Трис-ОН 

7,2 

0,889 

0,111 

7,3 

0,867 

0,133 

7,4 

0,837 

0,163 

7,5 

0,804 

0,196 

7,6 

0,767 

0,233 

7,7 

0,724 

0,276 

7,8 

0,673 

0,327 

7,9 

0,618 

0,382 

8,0 

0,562 

0,438 

8,1 

0,509 

0,491 

8,2 

0,448 

0,552 

8,3 

0,389 

0,611 

8,4 

0,334 

0,666 

8,5 

0,280 

0,720 

8,6 

0,232 

0,768 

8,7 

0,190 

0,810 

8,8 

0,156 

0,844 

8,9 

0,122 

0,878 

9,0 

0,096 

0,904 


рН буферов (при использовании эквимолярных количеств кис¬ 
лотной и основной форм): 

НС1/КС1= 1,4 
Глицин-НС1/'глицин = 2,5 

Муравьиная кислота/муравьинокислый натрий = 3,7 
Лимонная кислота/цитрат натрия = 4,6 
Уксусная кислота/ацетат натрия = 4,7 
Какодиловая кислота/какодилат натрия = 6,2 
КН 2 Р0 4 № 2 НР0 4 = 6,9 
NН 4 С1/NН 4 ОН = 9,4 


Глицин/глицинат натрия = 9,7 
ЫаНСОз/Ма 2 СО 3 =10,4 
рН стандартных растворов при 25°С: 
0,1МНС1=1,10 

Насыщенный раствор КН-тартрата = 3,56 
25 мМ КН 2 Р0 4 + 25 мМ На 2 НР0 4 = 6,86 
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0,01 М бура = 9,18 

Насыщенный раствор Са (ОН) 2 = 12,45 
0,1 М ИаОН= 12,88 

II. Концентрации растворов 

Растворы С$СІ 

Зависимость плотности раствора С$СІ от показателя преломления: 
р < 1,38 р 25 = 10,2402 -г) 2Б — 12,6483 

р > 1,37 р 2б = 10,8601-^ 25 — 13,49 74 

Зависимость молярности раствора С$СІ от его плотности 

М = 8 (р 26 — 1) 

Насыщенный раствор С&СІ при 25°С = 1,92 г/мл, или 7,36 М 
Плотность белка г 1,3 
Плотность углеводовъ 1,5 — 2,0 
Растворы нуклеозидтрифосфатов 

АТР-Ма 2 -2Н 2 0 587,2 г/моль <1АТР-(МН 4 ) 3 -2Н 2 0 578,3 г/моль 

СТР-№ 2 -2Н 2 0 603,2 г/моль сЮТР-(ЫН 4 ) 3 -1,5Н а О 585,3 г/моль 

НТР-Ма 3 -4Н 2 0 622,2 г/моль 6ТТР-І_.І 3 500,0 г/моль 

СТР-Ма 2 -4Н 2 0 599,2 г/моль с!СТР-Кіз'2Н 2 0 485,1 г/моль 

АТР А 2 5 9 = 1 ,54-ІО 4 М -1 см -1 при рН 7 
СТР А 2 5 3 = 1,37-10 4 М _1 см -1 при рН 7 
ІЛР А 262 = 1,00-10 4 М -1 см -1 при рН 7 
СТР А 271 = 9,1 • ІО 8 М-! см" 1 прн рН 7 

Перед хранением основные растворы следует нейтрализовать 
до рН 7—8. Растворы тринатриевых солей имеют рН около 7. 
Растворы нуклеиновых кислот 

Двухцепочечная ДНК или РНКА 2 бо=1 для раствора 50 мкг/мл 
Одноцепочечная ДНК или РНК А 2 бо=1,3 для раствора 50 мкг/мл 
Плотность двухцепочечной ДНК- =( [молярное содержание 

О + С]+14,19)/8,63^ 1,7 г/мл 
Плотность РНК=1,9 г/мл 
Плотность фага 1,5 г/мл 

Растворы белков 

А 2 8о=1,0 для раствора с концентрацией 1 мг/мл 
ДНК-лигаза фага Т4 А^‘ % = 1,0 
ДНК-полимераза Е. соіі А^ % =0,85 

Если имеется примесь нуклеиновой кислоты, то концентрация 
белка в растворе (в мг/мл) равна 1,5 А 2 8о—0,75 А 2 во 


Приложение 5 

Подготовка трубок для диализа 

1. Отрежьте кусок трубки нужной длины (10—20 см). 

2. Прокипятите в буфере ИаНСОз: 
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339 г безводной соды на 1 л воды 
14 г № 2 -ЭДТА на 1 л воды. 

3. Промойте внутреннюю часть трубки дистиллированной водой. 

4. Прокипятите в 10~ 3 М Ыаз-ЭДТА. 

5. Храните при 5°С. 

6. Перед использованием трубки промойте ее внутри дистил¬ 
лированной водой. 

7. Всегда работайте с трубкой только в перчатках. 


Приложение 6 

Измерение объемов, единицы 


I. Измерение микролитровых объемов 

А. Автоматические пипетки Сіізоп (Р20 и Р200) 

Пипеткой Р20 можно отбирать от 1 до 20 мкл, а пипет¬ 
кой Р200 — от 20 до 200 мкл. В наконечнике этих пипеток 
имеется большой мертвый объем воздуха. Если температура 
жидкости, в которую погружают наконечник, отличается от 
температуры воздуха, то объем воздуха в наконечнике из¬ 
менится, и это приведет к ошибке в объеме отбираемой жид¬ 
кости. Всегда медленно возвращайте поршень в верхнее по¬ 
ложение. Не допускайте, чтобы поршень резко отскочил 
вверх. Чтобы в наконечник набрался полный объем жидкос¬ 
ти, подождите 1—2 с. 

Б. Микрошприцы 

1. Нашіііоп 710-5И на 100 мкл, диаметр 6 мм, размер ка¬ 
нала 20, игла со скошенным концом. 

2. Натіііоп 705-5Ы на 50 мкл, диаметр 6 мм, размер кана¬ 
ла 20, игла со скошенным концом. 

3. Оіепсо 19 909-10-2X26 на 10 мкл, диаметр 6 мм, размер 
канала 26, игла со скошенным концом. 

4. Натіііоп 7101И на 1 мкл. 

К шприцам на 100 и на 50 мкл можно присоединить тон¬ 
костенный полиэтиленовый или тефлоновый шланг с внутрен¬ 
ним диаметром 0,034 дюйма (-—■ 0,086 см). Обычно для этого ис¬ 
пользуют трубки Іпіегшесііс РЕ 90 (Сіау Абатз). К шприцам на 



6. Измерение объемов, единицы 


155 


10 мкл и на 1 мкл можно присоединить тонкостенную трубочку 
из полиэтилена или тефлона с внутренним диаметром 0,015 дюй¬ 
ма (~ 0,038 см). Обычно используют трубки Іпіегтесііс РЕ 20 
(Сіау АОатз). Шприцом на 1 мкл пользуются в основном для 
того, чтобы отбирать небольшие количества ферментных пре¬ 
паратов. При этом 0,1 мкл отбирается обычно с точностью 
± 20 %. 

Микрошприцы обладают меньшим мертвым воздушным объ¬ 
емом, чем автоматические пипетки, и потому характеризуются, 
как правило, большей точностью. Следует периодически очи¬ 
щать металлический поршень в шприцах на 100, 50 и 10 мкл 
(но не в шприце на 1 мкл). Для этого выньте поршень. Сполос¬ 
ните корпус шприца и поршень ацетоном, а затем водой. Если 
поршень сильно загрязнен, то он может застрять и (или) по¬ 
царапать корпус шприца. Обычно в канале корпуса шприца 
имеются тонкие царапины, которые видны по преломлению све¬ 
та. Из-за них в шприц может подтекать воздух, что приводит 
к неточности в измерении объема. Если из-за сильного износа 
вдоль поршня подтекает воздух, то смажьте канал корпуса 
шприца и поршень небольшим количеством глицерина. 


II. Температура плавления ДНК 

1. Влияние нуклеотидного состава и соли 

Т пл = 16,6 1§(Ш + ) + 0,41%(а + С) + 81,5, (уравнение 1) 

Для ДНК фага Х62 содержание Сі + С = 51 %, 

Г пл = 85,8°С при 0,1 М ЫаСІ, 

Г пл = 97,4°С при 0,5 М ЫаСІ. 

2. Влияние формамида 

1% формамида понижает Г пл на 0,65°С. 

3. Значение гомологии в ДНК 

Каждый процент негомологичности последовательности ДНК 
понижает Гпл на 1,5°С. 

4. Влияние длины ДНК 

Уменьшение длины двухцепочечной молекулы ДНК приводит 
к снижению температуры плавления. Температура плавления 
коротких ДНК вычисляется следующим образом: 

Тпл короткого дуплекса=Тпл длинного дуплекса (уравне- 


Число пар оснований в коротком дуплексе 




III. Бремя осветления 


Ротор .ІА-2І, 

18X10 мл 

Ротор ІА -20, 

8X50 мл 

Ротор 18-13, 

4X50 мл 

Ротор М-І4, 
6X250 мл 

Ротор ЛА-10, 

6 x 500 мл 

Ротор ^-7,5, 
4X250 мл 

Тыс. об/мин 

с 

Тыс. об/мин 

с 

Тыс. об/мин 

с 

Тыс. 

об/мии 

с 

Тыс. 
об/ мин 

С 

Тыс. 

об/мин 

с 

2 

580 

2 

770 

2 

800 

2 

820 

2 

900 

2 

1200 

4 

140 

4 

190 

4 

200 

4 

200 

3 

400 

3 

520 

5 

92 

5 

120 

5 

130 

5 

130 

4 

230 

4 

290 

6 

64 

6 

86 

6 

90 

6 

90 

5 

140 

5 

190 

8 

36 

8 

48 

8 

50 

8 

51 

6 

100 

6 

130 

10 

23 

10 

31 

10 

32 

10 

32 

7 

74 

7 

95 

12 

16 

12 

21 

11 

26 

11 

27 

8 

56 

7,5 

83 

14 

12 

14 

16 

12 

22 

12 

22 

9 

45 



16 

9 

16 

12 

13 

19 

13 

19 

10 

36 



18 

7 

18 

9 



14 

17 






20 

21 


20 


Для центрифуги ЕррепйогГ 3200 (12 000 об/мин) для пробирок на 1,5 мл С = 8,0, 

для пробирок на 0,5 мл С = 7,6, 

Время осветления в часах = 100 С/я, где я — коэффициент седиментации, а С= К/100. 

Ротор ЛА-21 примерно соответствует ротору 8Е-12, ротор ЛА-20 — ротору 55-34, ротор ІА- 14 ■ 
тору НВ-4, ротор .ІА-10 — ротору 05-3 и ротор .15-7,5 — ротору Н5-4. 


• ротору 05А, ротор Л5-13 — ро- 


1п 


К = 


Яп 


ш 4 


КД 3 

3600 


2,5 • ІО 8 1п 


Я„ 


К = 


(тыс. об/мин) 3 


ДНК фага X 5 ^ 34 
Частицы фага X 5 = 400 
Клетки Е. со Іі 5 2 10 5 
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IV. Единицы 

1 мкг= 1у = ІО -6 г 
1 нг=10” 9 г 

1 кЬ = 1000 оснований одноцепочечной нуклеиновой кислоты 
1 кЬ=1000 пар оснований двухцепочечной нуклеиновой кислоты 
1 кЬ = 6,6- ІО I. 2 3 4 5 6 дальтон (Да) двухцепочечной ДНК (натриевая 
соль) 

1 кЬ = 3,3 ■ ІО 5 Да одноцепочечной ДНК (натриевая соль) 

1 кЬ = 3,4 ■ 10 5 Да одноцепочечной РНК (натриевая соль) 

1 кЬ ДНК может кодировать 333 аминокислоты, или примерно 
молекулу массой 37 000 Да. 

Белок в 10 000 Да = 270 пар оснований ДНК 
Белок в 30 000 Да = 810 пар оснований ДНК 
Белок в 50 000 Да= 1,35 кЪ ДНК 
Белок в 100 000 Да = 2,7 кЬ ДНК 
Белок в 200 000 Да = 5,4 кЬ ДНК 
1 мкг/мл нуклеиновой кислоты = 3,0 мкМ фосфата 
1 мкг/мл нуклеиновой кислоты длиной в 1 кЬ = 3 нМ концов 
1 СЮ двухцепочечной нуклеиновой кислоты=1,0 А 26 о= 
^50мкг/мл 

1 СЮ одноцепочечной нуклеиновой кислоты=1,0 А 26 о^40 мкг/мл 


Приложение 7 

Расщепление рестриктирующими эндонуклеазами 


I. Методика 

1. В полипропиленовую пробирку от микрофуги внесите 18мкл 
Н 2 0 (минус объем раствора ДНК). 

2. Добавьте 2 мкл буфера для рестрикции 10х (с высокой, 
средней или низкой концентрацией соли; для подбора буфе¬ 
ра см. разд. II). 

3. Добавьте необходимое количество ДНК в 10 мМ трис 
(рН 7,4) и 1 мМ Ыа 2 -ЭДТА. 

4. Добавьте рестриктазу. Обычно 1 ед. фермента расщепляет¬ 
ся 1 мкг ДНК за 15 мин. Хорошо перемешайте. 

5. Инкубируйте в течение 30 мин при той температуре, которая 
указана в разд. II (см. ниже) (обычно при 37°С). 

6. Прогрейте в течение 5 мин при 70°С, чтобы инактивировать 
рестриктазу и ферментные примеси, а также чтобы распла¬ 
вить липкие концы у ДНК фага К. 




II. Свойства рестриктирующих эндонуклеаз 
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Приложение 8 

Емкость векторов, образуемых на основе фага X 


Фермент 

Вектор 

Размер вставки, приводя¬ 
щей к геному нормальной 
длины, кЬ 

Размер вставки, приво¬ 
дящей к удлинению гено¬ 
ма на 5% , кЬ 

Мииимвльная вставка, 
при которой получается 
жизнеспособный фаг, кЪ 

Используемые генетические 
маркеры 

аіі 

гей 

ітт 
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Вставка в ген сі фага 434. Поэтому гибриды являются сі- и образуют прозрачные бляшки. 
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Приложение 9 

Рестрикционные карты 


К Карты фага Я и векторов, образуемых на основе фага Я 

Ранее были описаны некоторые из векторов, образованных на 
основе фага Я, которые были использованы для клонирования 
чужеродной ДНК и оказались очень удобными. На основе фа¬ 
га Я сконструировано много векторов. Однако большинство из 
них либо не было использовано для клонирования чужеродной 
ДНК, либо было сконструировано не самым оптимальным об¬ 
разом. 

На рис. 1 приведена карта генома фага Я, на которой ука¬ 
заны координаты (в долях от длины генома Я+) многих фаго¬ 
вых генов. Под картой приведены некоторые делении и заме¬ 
щения. Изменение размера ДНК фага Я с делецией или заме¬ 
щением (в 1<Ь) приводится под названием затронутой области 
(например, область иммунности і21 на 2,45 кЪ короче заменен¬ 
ной области у фага Я + ). Под линией, изображающей замещение, 
указан размер этой не принадлежащей фагу Я последователь¬ 
ности (в кЪ). Приведены также координаты концов делений и 
замещений на карте фага Я. 

На рис. 2 и 3 показаны сайты расщепления ДНК фага Я 
рестриктирующими эндонуклеазами. Координаты этих сайтов оп¬ 
ределили Филипсен и Девис ( РЫІірзеп, Наѵіз, готовится к печа¬ 
ти) методами электронной микроскопии и электрофореза в ага¬ 
розном геле, при помощи которых были получены сравнитель¬ 
ные данные о длинах и подвижностях фрагментов ДНК фага Я 
и фрагментов ДНК <рХ174. Результаты, полученные методами 
электронной микроскопии и электрофореза, очень хорошо согла¬ 
суются для всех фрагментов, за исключением тех, которые на¬ 
ходятся вблизи координаты 0,85. Длины фрагментов из этой 
области, определенные с помощью электронного микроскопа, 
несколько превосходили те длины, которые были установлены 
по электрофоретической подвижности. Данные, представленные 
на карте, получены при усреднении результатов этих двух оп¬ 
ределений. Приведенная карта учитывает также и результаты 
работы Дэниелса с сотрудниками (Оапіеіз еі аі., 1980). Полу¬ 
ченные ими результаты не очень расходятся с нашими опреде¬ 
лениями. Длина ДНК фага Я+ определена равной 49,0 кЬ. Циф¬ 
ры над черточками указывают размеры соответствующих фраг¬ 
ментов (в кЬ). Цифры под черточками обозначают координаты 
сайтов рестрикции в долях длины ДНК Я + . 

На рис. 4—14 ДНК векторов Я перекрестно заштрихованы. 
Делении обозначены тонкими линиями, над которыми приведе- 
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ны их названия. Те последовательности, которые происходят не 
из фага Я, заполнены точками и нарисованы выше основной ли¬ 
нии ДНК Я (например, область иммунности фага 21 на рис. 9 
или фрагмент ДНК фага ф80 на рис. 10). На рис. 11 и 12 в 
правом плече показан также маленький кусочек ДНК фага ф80. 
Его присутствие удаляет сайт НішШІ из ДНК фага Я. Те по¬ 
следовательности, которые имеются в векторе, но обычно от¬ 
сутствуют в гибридах (т. е. замещаемые области векторов за¬ 
мещения), обозначены заполненными точками прямоугольника¬ 
ми, расположенными выше линии ДНК фага Я. Под линиями 
ДНК фага Я приведены координаты разрывов в последователь¬ 
ности ДНК фага Я. Над линиями ДНК указаны длины сегмен¬ 
тов в кЬ. Указаны также полные длины левого и'правого плеча 
в кЬ. 
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Оапіеіз Д де I Ѵеі I. Р., Віаііпег Р. Р.. 1980. X Ѵігоі. (в печати). 

II. Карта плазмиды рВК322 

Плазмида рВК322— самая популярная плазмида, широко 
используемая для субклонирования фрагментов в клетках Е. со- 
Іі. Она содержит область начала репликации, полученную от 
плазмиды СоІЕІ. Поэтому число копий самой этой плазмиды и 
связанной с ней ДНК достигает 30 на клетку. Плазмида рВК322 
несет также гены, которые сообщают содержащим ее клеткам 
устойчивость к высоким концентрациям таких антибиотиков, 
как тетрациклин и ампициллин. Ген Теі к лежит в области ну¬ 
клеотидов 0—1500 на приведенной физической карте, а ген 
Ашр к занимает область нуклеотидов 3600—4300. Начало ре¬ 
пликации локализовано вблизи нуклеотида 2500. 

Для многих рестриктаз в ДНК плазмиды рВК322 имеется 
лишь по одному сайту-мишени. Поэтому эти сайты можно ис¬ 
пользовать для клонирования. К таким рестриктазам относятся 
ВатШ, 8аІІ и Ніп/ШІ (сайты для которых находятся в пре¬ 
делах гена Те1 п ), Рѵи\ и Рзй (сайты для которых лежат в пре¬ 
делах гена Ашр н ), и ЕсоЦІ, АѵаІ, Рѵиіі, Сіаі и Ваіі (сайты для 
которых лежат вне последовательностей, необходимых для ус¬ 
тойчивости к лекарственным препаратам или для репликации). 
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Приложение 10 

Карта делецйй в гистидиновом опероне 
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Рис. 1. Карта фага %. 
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Рис. 2. Сайты расщепления ДНК фага X рестриктирующими эндонуклеазами. 
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Рис. 3. 




























Рис. 4. Карта вектора Х§114В (5соКІ). 
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Рис. 5. Карта вектора (ЕсоЩ). 
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Рис. 6. Карта вектора А,^і5-1ас5 (ЯсоКІ) 
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Рис. 7. Карты фага X и вектора А,§і7-ага6 (ЕсоЯ I). 







Рис. 8. Карта вектора Ш)7 
(ЕсоЭД). 


Рис. 9. Карта вектора 
?.аер6~1ас5 (ІсоШ). 


Рис. 10. Карта вектора Ха¬ 
рой 4 (ЕсоКІ). 
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Рис. 12. Карта вектора Х760 ( Ніпй III). 
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Рис. 13. Карта вектора ХдІЗО-Есб (8аІ I, ХНо I). 
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Рис. 14. Карта вектора Хді40 (5а/ I). 







Рис. 15. 



Содержание 


От редакции . 5 

Предисловие . 6 

Введение. Структура книги и содержание. 9 

Правила работы и безопасность. 10 

Номенклатура штаммов и мутаций. 11 

Список штаммов. 15 


Раздел I. Эксперименты 


Эксперимент 1. Выделение вставок Тп 10, приводящих к ауксотроф- 

ности . 19 

Эксперимент 2. Выделение вставок Тп 10 вблизи определенных генов 24 

Эксперимент 3. Делеции, вызванные элементом ТпІО . 28 

Эксперимент 4. Локализованный мутагенез. 32 

Эксперимент 5. Выделение и характеристика точковых мутантов фа¬ 
га X, полученных с помощью гидроксиламина ... 36 

Эксперимент 6. Выделение делеционных мутантов Хатр . 38 

Эксперимент 7. Картирование делеций. 39 

Эксперимент 8. Отбор клонов Х^і-Иіз по комплементации. 42 

Эксперимент 9. Гибридизация бляшек. 46 

Эксперимент 10. Гибридизация из геля (блот-гибридизация) .... 50 

Эксперимент 11. Электронная микроскопия ДНК. 51 

Эксперимент 12. Субклонироваиие из фага X в плазмидиом векторе 52 

Эксперимент 13. Встраивание Р; 3 /ас+, направляемое Тп 10 .... 54 


Раздел II. Методики 

Методика 1. Очистка фага методом бляшек. 57 

I. Клетки-хозяева . 57 

II. А. Штрихование нижнего агара. 57 

II. Б. Штрихование сверху. 57 

III. Отбор бляшки уколом. 57 

IV. Титрование фага. 58 

Методика 2. Получение препаратов фага . 60 

I. Клетки-хозяева . 60 

II. Засев чашек. 60 

III. Сбор фага. 60 

Методика 3. Быстрый метод получения трансдуцнрующего фага Р22 62 

Методика 4. Очистка фага . 63 

I. Ступенчатые градиенты СзСІ для ротора Весктап 50.1 64 

II. Равновесный градиент для ротора 5\Ѵ 50.1. 64 

Методика 5. Транспозиция элемента Тп 10 . 66 

I. Получение дефектного трансдуцирующего фага из штамма 


66 






























174 


Содержание 


II. Добавление отростков к головкам фага Р22. 67 

III. Транспозиция при траисдукции . 69 

Методика 6 , Отбор мутантов Теі 3 среди штаммов, несущих элемент 

Тп 10 . ТО 

Методика 7. Выявление фага X с функционирующим геном р-лактама- 

зы иа чашках Кесі ... Т 1 

Методика 8 . Индукция мутаций гидроксиламииом. 73 

I. Выделение мутаций в фаге или клонированном геие (на¬ 
пример, в геие (3 -лактамазы) . 73 

II. Локализованный мутагенез (по котраисдукции) ... 73 

Методика 9. Отбор делециоииых мутантов фага X . 75 

Методика 10. Тесты на рекомбинацию и комплементацию фага іп ѵіѵо 77 

I. Стандартное скрещивание (для определения частоты ре¬ 
комбинации или Для создания рекомбинанта) ...... 77 

II. Комплемеитационный тест по размножению фага ... 73 

III. Спот-тест иа комплементацию мутантов фага (X или 

Р22) 78 

Методика 11. Выделение ДНК из фага X . 82 

I. Формамидный метод. 82 

II. Быстрый метод выделения ДНК фага X . 84 

III. Выделение ДНК из термоиндуцибельиых лизогеиов 

5аш7 . 86 

IV. Разделение цепей ДНК фага X . 87 

Методика 12 . Выделение плазмидиой и бактериальной ДНК .... 88 

I. Выделение больших количеств плазмидной ДНК из Е. соіі 88 

II. А. Быстрый метод выделения плазмидной и (или) бак¬ 
териальной ДНК из колоний или жидких культур .... 90 

И. Б. Быстрый метод выделения плазмидной ДНК из 10 мл 
жидкой культуры .*. 93 

Методика 13. Удаление бромистого этидия из ДНК, находящейся в 

растворе СзСІ . 94 

Экстракция изопропанолом или бутанолом. 94 

Методика 14. Образование гибридных фагов 95 

I. Расщепление ДНК. 95 

II. Ковалентное соединение с помощью ДНК-лигазы фага Т4 96 

Методика 15. Упаковка ДНК фага X в вирусные частицы іп ѵііхо . . 97 

I. Упаковка . 97 

II. Получение индуцированных упаковывающих клеток . . 98 

Методика 16. Трансфекция ДНК фага X . 99 

I. Выращивание клеток . 99 

II. Приготовление клеток . 99 

III. Заражение клеток ДНК. 100 

IV; Хранение клеток. 100 

Методика 17. Субклонирование фрагментов ДНК в векторах-плазми¬ 
дах Е. со!і . 101 

Методка 18. Трансформация плазмидной ДНК. 102 

Методика 19. Способность гибридного фага к комплементации в клет- - 

ках Е . соіі . 104 

I. Литический отбор из пула гибридов Е. соіі ...... 104 

II. Отбор из пула гибридов по двойным лизогенам . . , Ю5 

Методика 20 . Электрофорез в агарозном геле . 108 






























Содержание 


175 


I. Агарозный гель .*.. 108 

II. Окрашивание ДНК в агарозных гелях. 111 

III. Фотографирование гелей, содержащих нуклеиновые кис¬ 
лоты . 112 

IV. Гели с глиоксалем. 113 

Методика 21. Перенос ДНК на нитроцеллюлозу или диазотированиую 

бумагу . 115 

I. Перенос из агарозных гелей . 115 

II. Перенос из бляшек фага Я ........... 117 

III. Перенос из бактериальных колоний. 120 

Методика 22. Внесение метки а- 32 Р в ДНК с помощью ник-трэнсляции 121 

I. Реакция . 121 

II. Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты ((ШТР) . 122 

III. ДНКаза . 122 

IV. Проверка включения 32 Р в ДНК. 123 

V. Выделение меченой ДНК. 123 

VI. Общие замечания. 124 

Методика 23. Гибридизация с иммобилизованной ДНК или РНК на 

твердом носителе . 125 

Методика 24. Радиоавтография 32 Р, связавшегося с фильтром ... 129 

Методика 25. Выделение ДНК из агарозного геля . 130 

I. Использование стеклянных фильтров. 130 

II. Равновесное центрифугирование в градиенте плотности 

КІ . 131 

III. Электроэлюция ДНК в гидроксилапатит. 132 

Методика 26. Быстрая оценка концентрации ДНК с использованием 

бромистого этидия. 133 

I. Метод с использованием чашки с агарозой. 133 

II. Метод с использованием пластиковой пленки, натянутой 

на кольцо .. 133 

Методика 27. Электронная микроскопия ДНК. 134 

I. Водная методика . 134 

II. Формамидная методика . 134 

Методика 28. Обычная методика образования гетеро дуплексов ... 136 

I. Образование гетеродуплексов. 136 

II. Электронная микроскопия гетеродуплексов . 136 

Методика 29. Выделение ферментных препаратов из клеток, лизоген¬ 
ных по фагу ЯсІ857 5аш7. 137 

I. Методики, общие для всех ферментов . 137 

II. Очистка ДНК-полимеразы I из лизата клеток Е. со!і 594 138 

III. ДНК-лигаза фага Т4 из лизата клеток Е. соіі Е1150 . . 139 


Раздел III. Приложения 


Приложение 1. Среды, концентрации лекарственных препаратов, пи¬ 
щевые добавки ■. 141 

I. Среды . 141 

II. Концентрации антибиотиков. 145 

III. Пищевые добавки . 145 

Приложение 2. Диагностика ауксотрофов (ауксанография) .... 146 
Приложение 3. Хранение бактерий, фагов и ДНК ........ 148 

I. Хранение бактерий и фагов. 148 


































176 


Содержание 


II. Методики хранения. 

III. Хранение ДНК ... 

Приложение 4. Буферы и растворы . 

I. Буферы . ..* . . 

И. Концентрации растворов. 

Приложение 5. Подготовка трубок для диализа . 

Приложение 6. Измерение объемов, единицы. 

I. Измерение микролитровых объемов. 

II. Температура плавления ДНК . 

III. Время осветления .. . . 

IV. Единицы . 

Приложение 7. Расщепление рестриктирующими эндонуклеазами . . 

I. Методика . 

II. Свойства рестриктирующих эндонуклеаз . . . . . 

Приложение 8. Емкость векторов, образуемых на основе фага X . . . 
Приложение 9. Рестрикционные карты ... 

I. Карты фага Я и векторов, образуемых на основе 
фага Я 

II. Карта плазмиды рВР322 . 

Приложение 10. Карта делений в гистидиновом опероне . 

Приложение 11. Шаблоны . 


Рональд Девнс, Дэвид Ботстайн, Джон Рот 


МЕТОДЫ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНЖЕНЕРИИ. 

ГЕНЕТИКА БАКТЕРИЙ 

Ст. научн. редактор Л. Г. Тер-Саркисян 
Мл. научн. редактор 3. В. Соллертинская 
Художник В. Е. Карпов 
Художественный редактор А. Я. Мусин 
Технический редактор Л. ГТ. Ермакова 
Корректор В. С. Соколов 

ИБ № 3993 

Сдано в набор 09.04.84. Подписано к печати 31.10.84. Формат 60Х9Ѳ/ іа . Бумага 
графская № 2. Гарнитура литературная. Печать высокая. Объем 5,50 бум. л. Уел. 
л. 11. Уел. кр.-отт. 11,12. Уч.-изд. л. 10,35. Изд. № 4/3629. Тираж 5000 экз. Зак. 

Цена 1 р. 60 к. 

ИЗДАТЕЛЬСТВО «МИР» 

129820, Москва И-110, ГСП, 1-й Рижский пер., 2. 

Ярославский полиграфкомбииат Союзполиграфпрома прн Государственном ком 
СССР по делам издательств, полиграфии и книжной торговли. 150014, Яросл 

ул. Свободы, 97. 


















